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Die Synthese der Knéllehen an den Wurzeln 
der Erle. 
Von 
0. y. Plotho. 
Mit 4 Textabbildungen, 
(Hingegangen am 12, Dezember 1940.) 


Die Bestimmung der systematischen Stellung des in den Wurzel- 
knélichen der Hrlen lebenden Endophyten ist seit langem Gegenstand 
wissenschaftlicher Untersuchung gewesen, und bis in die neuere Zeit 
hinem konnte keine Einigkeit dariiber erzielt werden (Ziegenspeck, 
Borm). Nach den Untersuchungen von Krebber und besonders den 
eingehenden Beobachtungen von Schaede (1933) wurde es aber sehr 
wahrscheinlich, dafi der Symbiont zu den Actinomyceten gehort: die 
Ansicht von der Actinomyceten-Natur des Symbionten hat auch 
Roberg (2, 3) itbernommen. Ein abschlieBendes Urteil konnte jedoch 
solange nicht abgegeben werden, als noch keine Reinkultur des Sym- 
bionten vorlag, mit der eine einwandfreie Riickinfektion an steril auf- 
gezogenen Erlen gelungen war. 

In der Literatur finden sich eine Reihe von Mitteilungen iiber 
angeblich gelungene Reinkulturen des Endophyten (Peklo, Lieske, 
Ziegenspeck und Borm). Es handelt sich dabei um die verschiedensten 
Organismen, die wenig Gemeinsames aufweisen. Mit ihnen wurden 
z.'T. auch Infektionsversuche angestellt, unter denen der bekannteste 
der, nach den Angaben des Autors, gelungene Versuch von Peklo ist, 
doch ist der Versuch, wie oft betont wurde, nach verschiedenen Richtungen 
hin nicht einwandfrei. Lieskes Infektionsversuche mit Reinkulturen 
eines von ihm isolierten Actinomyceten miBlangen simtlich, auch dann, 
wenn gleichzeitig mit Bact. radicicola geimpft wurde, das nach der 
Meinung von Lieske immer neben dem Strahlenpilz in den Erlen- 
kn6éllchen vorhanden sein soll (Lieske, 8.267). In neuerer Zeit wurden 
von Krebber sehr sorgfaltige und umfangreiche Isolierungs- und Lmpf- 
versuche unternommen, wobei es ihm gelang, zwei Actinomyceten zu 
isolieren, die morphologische Ahnlichkeit mit dem gesuchten Strahlen- 
pilz aufwiesen. Seine Riickimpfungsversuche jedoch fiihrten zu keinem 
positiven Ergebnis. Es blieb also die Isolierung des Symbionten und 
die erfolgreiche Riickimpfung einwandfrei aufgezogener Erlen als Auf- 
gabe bestehen, die durch die folgenden Ausfiihrungen als gelést betrachtet 
werden darf. 5 
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Die Isolierung des Endophyten. 


Zur Isolierung des Endophyten wurden Knéllchen von Alnus incana 
benutzt. In Abstanden von etwa vier Wochen wurden in der Zeit vom 
August 1938 bis Mai 1939, mit Unterbrechung der Wintermonate Dezember 
und Januar, in denen der Bodenfrost eine Entnahme verbot, jeweils frische 
Knéllchen aus den Erlenbestinden des Hainbergs bei Géttingen geholt 
und untersucht. 


Thre auRere Sterilisierung wurde zunachst auf die verschiedenste Weise 
versucht. Nach griindlicher mechanischer Saéuberung und Trocknung 
zwischen FlieBpapier kamen die Knéllchen fiir 1 bis 2 Minuten in eine 
0,1%ige Sublimatlésung und darauf 2 bis 3 Minuten lang in 70° igen 
Alkohol, der durch Abflammen entfernt wurde. Haufig wurde das Material 
auch nach griindlichem Waschen mit Seife 1/, Minute in eine 0,01 °%ige 
Lésung von Brom gebracht. Nach einer dritten Methode blieben die 
Kndéllchen kurze Zeit in 3°iger Wasserstoffsuperoxydlésung, worauf sie 
einige Augenblicke in 80°%,igen Alkohol gelegt wurden. 


Alle diese Entkeimungsverfahren zeigten aber keine befriedigenden 
Ergebnisse. Entweder war die Wirkung der Sterilisationsfliissigkeiten so 
stark gewesen, daB auch die Symbionten von ihr betroffen wurden, oder 
sie war derartig unwirksam geblieben, da die auBere Entkeimung un- 
geniigend verlief. Es kamen mir daher Bedenken, ob es tiberhaupt eine 
Methode gibt, durch die alle oder doch nahezu alle den Knéllehen auBerlich 
anhaftenden Lebewesen abgetétet werden kénnen, ohne den Endophyten 
zu schadigen. Daher wurde weiterhin auf Sterilisierungsfliissigkeiten tiber- 
haupt verzichtet und das Material nach Zerlegung in die Seitenwurzeln 
nur sehr sorgfaltig mit Wasser und Seife gereinigt, mehrere Male mit sterilem 
destilliertem Wasser in sterilen GefaiBen gewaschen und abgeflammt. 
Sodann wurde mit eimem keimfreien Skalpell die Spitze des Kndéllehens 
abgeschnitten, mit einer feinen sterilen Glasnadel eine Spur des Gewebes 
der Schnittflache entnommen und in ein Reagensglas mit fliissig gemachtem 
Nahragar gebracht, der in eine Petri-Schale ausgegossen wurde. Nach 
einiger Ubung dieses Verfahrens wuchsen auf entsprechenden Nahrbéden 
bei den monatlichen Isolierungen fast immer wenige Kolonien eines Actino- 
myceten, Alle diese Isolierungen stimmten nach morphologischem und 
physiologischem Verhalten untereinander iiberein und wiesen auch mit 
dem gesuchten Endophyten Ahnlichkeit auf. 


bre Die Auswahl der Naihrbéden bereitete anfangs ebenfalls einige Schwierig- 
<eiten. 


Zunaichst wurde mit verschiedenaitigen, teils mit, teils ohne Agar 
dargebotenen Medien gearbeitet. Von synthetischen Nahrbéden bekannter 
Zusammensetzung wurde hauptsichlich der von Gottheil angegebene ver- 
wandt'!, doch war das Wachstum auf ihm immer sparlich. Ebenso brachte 
ein Zusatz von 0,5 bis 5 y Aneurin keinen ersichtlichen Wachstumszusatz. 
Ks entwickelten sich wenige Mikroorganismen verschiedenster Art, unter 
ihnen auch Actinomyceten, die nach dem Mikroskopieren aber ausgeschieden 
werden muBten, da sie offensichtlich nichts mit dem Erlensymbionten 
zu tun hatten. 


1 Pepton Witte 1%, K,HPO, 0,1%, MgSO, 0.03%. NaCl 0.01% 
pH oat Pb ke edna FCoE) / 0,01 Ves 
Fe,Cl, 0,001%, Agar 1,8%. . qe ee a 
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Ferner wurden haufig Nahrbéden unbekannter Zusammensetzung 
gewahlt. Mit Bierwiirze, die nach Lieske ein iippiges Wachstum von Actino- 
myceten gewahrleisten soll, fand niemals eine gute Entwicklung statt. Einige 
Male wuchs eine Actinomycetenkultur, das Mycel blieb aber stets kurz 
und zerfiel friihzeitig; zahlreiche Verdickungen und sonstige Involutions- 
formen entstanden inmitten der Faden und an ihren Enden, so da® ein 
Weiterkultivieren schwer und ein einwandfreier Vergleich mit dem Erlen- 
endophyten nicht méglich war. 


Die Impfungen mit Kndéllchenmaterial auf sterilen Scheiben von 
Kartoffeln, Méhren, Zuckerriiben und Kohlrabi verliefen ebenfalls voll- 
standig negativ. Die wenigen auf ihnen gewachsenen Actinomyceten und 
Bakterien wichen morphologisch so sehr von dem gesuchten Symbionten ab, 
daB es unnétig war, sie weiter zu kultivieren. 


Ebensowenig brachten Impfungen auf Heuinfus, sowie auf Dekokten 
von Erlenblattern, Erlenwurzeln und Erdextrakten mit und ohne an. 
organische Zusatze Erfolg. Sie blieben meistens steril. 


Am vorteilhaftesten erwies sich unter dieser Art von Nahrbdden eine 
Kombination mit Hefekochsaft als Stickstoffquelle!. Die Hefe enthalt 
wahrscheinlich leicht verwertbare Stickstoffverbindungen, sowie ver- 
schiedene Wuchskatalysatoren, die einen giinstigen EinfluB auf die Ent- 
wicklung der Organismen austiben. Dennoch wurde dieses Medium spater 
nicht mehr verwendet, weil sich andere gleichwertige Nahrbéden fanden, 
deren Herstellung bedeutend einfacher ist. 


Fast aussehlieBlich wurde zur Isolierung zuletzt ein einfacher Fleisch- 
wasser-Peptonagar mit 2% Glycerin als Kohlenstoffquelle benutzt (1,2 %% 
Pepton Witte, 0,8°% Liebigs Fleischextrakt, 0,2°% NaCl). Auch andere 
Kohlenstoffquellen, wie Dextrose, Lactose und besonders Dextrin, taten 
gute Dienste, schienen jedoch dem Glycerin etwas unterlegen. Auf ,,Glycerin- 
agar‘‘ entwickelten sich bei den Impfungen zu den aufeinanderfolgenden 
Zeitpunkten in den meisten Fallen einige Kolonien eimes Actinomyceten, 
der sowohl mit den wie oben angegeben isolierten, als auch mit dem ge- 
suchten Symbionten tibereinstimmte und daher weiterkultiviert wurde. 
Hs zeigte sich im Verlauf der Untersuchungen, da} er die Knéllchensynthese 
hervorzubringen imstande ist, daB er also den gesuchten HEndophyten 
darstellte. 


Der py-Wert aller Medien wurde z. T. mittels NaOH bzw. H,SO,, 
in den meisten Fallen aber durch KH,PO, bzw. K, HP O, auf ein py von 
6 bis 6,5 eingestellt. 

Die Sterilisation erfolgte im allgemeinen im Autoklaven. Die Infuse, 
Dekokte und Extrakte wurden jedoch durch Membranfilter nach Zsg- 
mondy von der Membranfiltergesellschaft der Sartorius-Werke A. G., 
Gottingen, cder durch das Bakterienfilter aus Glas G5 auf 3 der Firma 
Schott und Gen. filtriert, um eine mégliche Veranderung ihrer Zusammen- 
setzung, die bei der Hitzesterilisation erfolgen konnte, zu vermeiden. 


1 100 g Backerhefe mit 1 Liter Wasser 2 Stunden im Thermostaten 
bei 25° stehenlassen, dann 1/, Stunde bei 2 Atm. Druck sterilisieren und 
im Kiihlraum absetzen lassen. Zusammensetzung des Néhrbodens: Mannit 
2%, K,HPO, 0,02%, KH,PO, 0,03%, MgSO, 0,02%, NaCl 0,01%, 
CaSO, 0,0005%, Hefekochsaft 10 cem, aqu. dest. 90 ccm. 

jx 
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Das Temperaturoptimum lag bei etwa 29°C. — 

Die Versuche wurden simtlich unter aeroben Bedingungen angesetzt, 
da mit groBer Wahrscheinlichkeit ein Wachstum unter Sauerstoffzutritt 
fiir den Erlensymbionten angenommen werden konnte. 


Charakterisierung des isolierten Organismus. 


Der isolierte Actinomycet, der im folgenden gemaB der schon tiblichen 
Bezeichnung als Actinomyces alni bezeichnet wird, ist ein feinfadiger, 
einzelliger Organismus, der nach Orskow in die von diesem aufgestellte 
Gruppe I einzureihen ist!. Sein Myceldurchmesser betragt 0,8 bis 1 p. 
Sein fest zusammenhangendes, glanzendes Mycel verwachst mit dem 
Nahrboden und ist von spréder, fast knorpeliger Beschaffenheit. Es 
enthalt schon in fritihen Wachstumsstadien reichlich fett- und wachs- 
artige Stoffe, womit die Eigenschaft der Saurefestigkeit, die Actinomyces 
alni mit wenigen, meist pathogenen Vertretern seiner Art teilt (Davis), 
zusammenhangen diirfte. Als Oxydationsprodukt von Dextrose und 
Lactose wird Milchsaiure gebildet. Gelatine wird in weitem Umkreis 
um die Kolonien herum verfliissigt und im Filtrat des verfliissigten 
Nahrbodens sind die letzten Endprodukte der Eiweibzersetzung, 
Kohlensiure und Ammoniak immer nachweisbar, so dal} die Enzyme 
des Organismus sehr wirksam sein miissen. Chinon wird nicht gebildet. 
Eine Nahrlésung, die Tyrosin als Stickstoffquelle enthalt, wird wahrend 
der Kultur braunrot verfarbt, was mit der Humifizierung zusammen- 
hangen diirfte, doch sind die gefarbten Substanzen in den verschiedensten 
Lésungsmitteln nicht aufnehmbar. Cellulose wird von Actinomyces alni 
nicht zersetzt, seine Zellmembran enthalt kein Chitin und keine Cellulose. 

Nach jedesmaliger Isolierung aus den Kndéllchen bildete der in 
Frage kommende Strahlenpilz wahrend vieler Generationen auf 
fliissigen und festen Nahrbéden keine Sporen. Spater trat dann ohne 
erkennbare Veranderung der AuBenbedingungen und unabhangig vom 
Nahrboden Sporulation ein und die einmal versporten Kulturen bzw. 
Kolonien bildeten auch weiterhin Sporen [vgl. v. Plotho (1)]. Die 
sporenlosen Ausgangsformen waren weit schwerer kultivierbar als die 
sporulierenden Abkommen und muBten viel hiufiger umgeimpft werden. 
Sie gingen trotzdem nach und nach zugrunde, doch gelang es bei einem 
im Februar 1939 isolierten Exemplar, den sporenlosen und den sporu- 
lierenden Zweig bis heute (Anfang 1941) nebeneinander weiter zu ziichten. 
Nur der sporenbildende Sektor weist den bekannten Erdgeruch der 
Actinomyceten auf, Die Sporen sind weib, rundlich bis oval und werden 
in groBer Zahl gebildet. Sie entstehen durch Einschniirung der Hyphen- 
membran, wie bei Lehmann und Newmann (Bd. Il, S. 786) abgebildet. 


: Er ist mit den frither [v, Plotho (1)] beschriebenen Stammen 10 bis 15 
identisch. Dort noch weitere Einzelheiten zur Physiologie und Morphologie. 
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Das Wachstum von Actinomyces alni ist bei px 6 am besten, was 
der Wasserstoffionenkonzentration entspricht, die in den Zellen der 
Wurzelrinde herrscht, in denen sich der Endophyt ausgebreitet hat. 
Hierauf wird spiater zuriickgekommen. 


Die Kultur der Erlen. 


Bei der weiten Verbreitung des Erlensymbionten in der Erde ist 
es fiir unsere Zwecke nicht angaingig, mit im Erdbcden gekeimten 
Pflanzen zu arbeiten, da eine Sicherheit dafiir, daB auch sehr kleine 
Pflanzen nicht bereits infiziert sind, nicht gegeben ist. Die Infektion 
braucht durchaus nicht immer auBerlich sichtbar zu sein, denn iiber 
die Lange des Zeitraums zwischen Infektion und erstem nachweisbaren 
Auftreten der Knéllchen ist nichts Sicheres bekannt. 


Zu den im folgenden beschriebenen Versuchen wurden daher nur 
Pflanzen herangezogen, die in sterilem Medium gekeimt waren. Samen 
von Alnus glutinosa wurden 24 Stunden in Leitungswasser vorgequollen 
und jin sterilisiertem Sand (1 Stunde bei 120° C) zam Keimen gebracht. Wenn 
die Keimlinge eine gewisse GréBe erreicht hatten, etwa 3 bis 4cm hoch 
waren, wurden sie in N-freie bzw. Kaliumnitrat-haltige Nahrlésung itiber- 
fiihrt. Die N-freie Lésung unterschied sich von der nitrathaltigen v. d. Crone- 
schen Nahrlésung! nur dadurch, daB sie an Stelle von 0,1°, KNO, 0,05 % 
KCl enthielt. Die Lésungen wurden mit Leitungswasser angesetzt und nicht 
sterilisiert, da der Erlensymbiont in Leitungswasser nicht vorhanden ist. 
Die 300 cem fassenden KulturgefaBe bestanden aus gew6hnlichem Glas 
und waren mit einem Korkdeckel verschlossen, der mit emer Durchbohrung 
fur die Beliiftung der Kulturen versehen war. Diese wurde durch eine ge- 
bogene Glasréhre mit Wattestopfen von der AuBenwelt abgeschlossen 
(Abb. 1). In Abstaénden von drei bis vier Tagen wurde mittels eines Ge- 
blases atmospharische Luft durch die Losung gepreBt, so daB immer reichlich 
Sauerstoff im Kulturmedium vorhanden war. Diese MaBnahme wurde 
angewandt, weil sich in Vorversuchen gezeigt hatte, daB nicht ,,geliiftete* 
Kulturen ein bedeutend schlechteres Wachstum zeigten. Ahnliche Angaben 
finden sich auch in der Literatur. So fand z. B. schon Mazé (1897 und 1899) 
und neuerdings Pietz, daB bei Leguminosen das Wachstum der Wirts- 
pflanzen sowie der Bakterien bei reichlicher Sauerstoffzufuhr am besten 
ausfiel. Auch fiir den mutmaBlich aeroben Symbionten der Erle war an- 
zunehmen, daB eine gute Durchliiftung der Kulturen zu den Bedingungen 
gehort, die sein Wachstum férdern und somit die Herstellung seiner Re- 
duktionskraft beschleunigen, sowie ihren Grad erhéhen. Auf dieser Re- 
duktionskraft aber beruht, wie angenommen werden mu, die Fahigkeit 
zur Assimilation des molekularen Stickstoffs. 

Da die KulturgefaBe klein waren, wurde die Nahrlosung wahrend der 
ersten Vegetationsperiode alle acht Wochen erneuert, bis im nachsten 
Friihjahr die herangewachsenen Pflanzen gréBere GefaBe erhielten, so dab 
die Erneuerung der Nahrlésung weniger oft nétig war. 

1 KNO, 1%, CaSO,.2H,0 0,05%, MgSO, .7 H,0 0,05%, Ca, (PO,), 
0,025 9/,, Fes(PO,), 0,025 °/o. 
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Die Reaktion der Lésung wurde immer aut einem py-Wert um 6 herum 
gehalten (Krebber, S. 590), eine Wasserstoffionenkonzentration, die, wie 
erwahnt, auch fiir das Wachstum des Actinomyceten optimal ist. Die Keim- 
linge stammten von Alnus glutinosa, da sich die Kultur von Alnus incana 
als schwieriger und verlustreicher erwies. Der Actinomycet aber war aus 
den Kndéllchen von Alnus incana isoliert. Das ist fiir den Ausfall der Ver- 
suche jedoch von keiner Bedeutung, denn nach Roberg (3) sind ,,die Rhizo- 
thamnien der . . . européischen Erlen von einem und demselben Organismus 
hervorgerufen und bewohnt". 

Die Kulturen standen im Gewachshaus auf fahrbaren Wagen und 
wurden bei gutem Wetter ins Freie geschoben. 

Am 2. Juni 1939 wurden 55 Pflanzchen aus dem sterilen Sand, 
in dem sie gekeimt wurden, in Nahrlésung iibertragen. Je 9 von ihnen 
dienten als Kontrollpflanzen, d.h. sie wurden dauernd in stickstofffreier 
bzw. in mit Nitratstickstoff beschickter Lésung gezogen. Die tibrigen 
37 N-freien Pflanzen wurden am 6. Juni mit 3 ccm einer Aufschwemmung 
des isolierten Actinomyceten ,,geimpft*, d.h. 3 cem Actinomyceten- 
Aufschwemmung wurde zur Nahrlésung hinzugetan. Dadurch wurde 
den Pflanzen eine geringe Menge von Stickstoffverbindungen zugefihrt, 

sering g g g 
die zu den, iibrigens leicht schwankenden, Spuren von Stickstoff, die 
im Leitungswasser vorhanden sind, hinzukommt. Die folgende Zu- 
sammenstellung gibt hieriiber eine Ubersicht (Analyse auf N nach 
Kjeldahl) : 


mg N in 300cem Niahr- | 
lésung 


mg N in 3cem Actino- | 


mycetenaufschwemmung | mg N insgesamt 


0,14 | pal 1,43 


Die Pflanze eines jeden GefaiBes erhielt somit in der Anfangszeit 
ihres Wachstums durch die Symbiontenaufschwemmung etwa 1,4 mg N. 
Nach 8 Wochen wurden beim ersten Wechsel der Nahrlésung noch 
einmal 3 cem Symbiontenaufschwemmung hinzugesetzt. Ferner war es 
méglich, daB in der schwach sauren Lésung geringe Ammoniakmengen 
aus der Luft festgelegt wurden, so da sich der Gehalt der Lésung 
vielleicht um Spuren von Stickstoff anreichern konnte. Auf alle Falle 
aber kann die ,,N-freie‘* Nahrlésung als sehr arm an Stickstoff an- 
gesprochen werden und es war nicht anzunehmen, daf diese Stickstoff- 
spuren eine etwaige Bildung von Knéllchen hemmen oder gar unter- 
driicken kénnten. Kine solehe Unterdriickung ist bei Gegenwart von 
gebundenem Stickstoff bei Leguminosen mehrfach beobachtet worden, 
doch waren diese Stickstoffmengen ganz erheblich erdBer (Thornton 
und Rudorf). 

Alle Kulturen entwickelten sich zundchst sehr gut. Nach vier- 
wochentlicher Kulturdauer machten sich aber bei allen N-frei ernahrten 
Anzeichen von Stickstoffmangel durch auffallige Hellgrimfairbung der 


he 
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Blatter bemerkbar. Die N-freien, nicht geimpften Pflanzen fingen 
auBerdem an zu kiimmern. Nach jedem Wechseln der Nahrlosung 
erholten sie sich ein wenig auf Kosten der Spuren von Stickstoff in der 
neuen Nahrlésung, aber nach und nach gingen alle zugrunde, die meisten 
bei der Laubentfaltung im nachsten Friihjahr, bei der der Stickstoff- 
mangel besonders deutlich wurde. Keine von ihnen erreichte eine 
SproBlange von mehr als 10 cm. 

Die nitratfreien geimpften Kulturen erholten sich dagegen bald, 
ihre Blattfarbe wurde dunkler, SproB und Wurzel verlangerten sich 


Abb. 1. Alnus glutinosa in Wasserkultur. Von links nach rechts: N-frei geimpft, 
mit Kaliumnitrat, N-frei geimpft, N-frei ungeimpft. Alter der Pflanzen 4 Monate. 


betrachtlich. Ende August 1939 wiesen diese Pflanzen eine SproBlange 
von 10,2 bis 15,3 cm auf, manche iibertrafen sogar an SproB- und Blatt- 
sréBe die nitrathaltigen Kontrollen, wie das auch die Abb. 1 erkennen 
laBt. An ihr fallt besonders auch die gute Ausbildung des Wurzel- 
gewebes auf, das bei manchen in den engen GefaéBen kaum mehr Platz 
fand. Doch zeigten die Wurzeln keineswegs die fiir Stickstoffmangel 
typische Uberverlangerung, sie machten im Gegenteil mit ihren rot- 
lichen Wurzelspitzen (Anthozyan) einen durchaus gesunden Hindruck. 
Kndllchen waren aber an ihnen nirgends nachzuweisen. Eimige Pflanzen 
muten wihrend des Sommers 1939 ausgeschieden werden, weil sich 
in den KulturgefaBen Algen angesammelt hatten, die eventuell eine 
Stickstoffassimilation hatten herbeifiihren kénnen; sonst fielen bei 
den N-freien geimpften Pflanzen keine Verluste an. 


Betrachtliche Verluste entstanden jedoch im nachsten Friihjahr, und 
zwar gerade unter den kraftigsten N-freien geimpften Pflanzen. Da 


. 
‘> 
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das Gewachshaus des Instituts nicht heizbar ist, muBten die Kulturen 
wahrend des Winters in den Keller gebracht werden und kraftige 
Pflanzen keimten hier verfriiht aus. Um eine Etiolierung zu vermeiden, 
welche bei Leguminosen die Knéllchenentwicklung unterdriickt (Lewis 
und Mc Coy, Schweizer), wurden sie ins Gewachshaus zuriickgebracht, 
hielten aber wegen des andauernd kalten Friihjahrs 1940 diesen Uber- 
gang nicht aus. Immerhin iiberstanden ihn eine Reihe von Kulturen, 
die sich auch im Sommer 1940 weiterhin gut entwickelten. Am 7. Sep- 
tember 1940 betrug ihre SproBlange 21 bis 
28cm, der Umfang der Staémmchen am 
Wurzelansatz 2,6 bis 4em, der Langsdurch- 
messer der Blatter 8 bis 9cm, ihr Quer- 
durchmesser 7 bis 7,8 em. Nach der kleinen 
Ostwaldschen FarbmeBtafel, Ausgabe A 1939, 
lag der Farbton der Blatter bei 23 pi, bei 
anderen etwa bei 24 pi, derjenige von 
Blattern im Freien gewachsener Erlen bei 
23nl. Acht Pflanzen hatten Kndéllchen aus- 
gebildet. 

Der genaue Zeitpunkt des ersten Auf- 
tretens der Kndéllchen an den _ einzelnen 
Pflanzen kann nicht angegeben werden. Es 
ist méglich, daB sie bereits eine Zeitlang an 
den Wurzeln vorhanden waren, bevor sie 
bemerkt wurden. Denn die urspriinglich 
kleinen Knéllchen saBen zudem meist sehr 
verborgen, und aus verstandlichen Griinden 
sollte ein zu friihzeitiges und hiufiges Her- 
ausnehmen und Betasten der Wurzeln ver- 


Abb. 2. Alnus glutinosa. mieden werden, 

Kndéllehenbildung in Wasser- . : F : 

ialtar “(Alter dar Pillans Auf jeden Fall scheint jedoch der Zeit- 

16 Monate) bet Impiung: mit raum zwischen Impfung und Auftreten der 

Reinkultur des Endophyten. ayes 5 ips: ay ‘ p 
Etwa natiirliche GréBe. Knéllchen ungew6hnlich lang. Vielleicht ist 


hierfiir teilweise der Aufenthalt der Pflanzen 
in dem lichtlosen Keller wahrend des Winters verantwortlich zu 
machen; fiir Leguminosen jedenfalls ist nachgewiesen (Schweizer), da 
anim Dunkeln gehaltenen Pflanzen Knéllchenbildung ausbleibt. AuBer- 
dem scheint aber die Zeit zwischen Impfung bzw. Infektion und erstem 
Auftreten der Knéllchen durchaus nicht so begrenzt zu sein, wie 
Hiltner (1903), der von 6 bis 8 Tagen spricht, annahm. Schon Krebber 
fand ,,weit gréBere Zwischenriume zwischen Infektion und Erscheinen 
der Rhizothamnien. 
Die Knéllchen saBen meistens an der Hauptwurzel dicht unter 
der Fliissigkeitsoberfliche und waren hier verhaltnismaBig gro (Abb. 2). 
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An den Seitenwurzeln blieben sie erheblich kleiner, manche kamen 
tiber sehr kleine rote Verzweigungen oder rote schwielenartige Er- 
hebungen mit unregelmaBiger Oberfliche nicht hinaus. Wurde aus 
ihnen nach der beschriebenen Methode Material entnommen, so wuchsen 
auf den Platten immer Reinkulturen von Actinomyces alni (Abb. 3). Die 
verhaltnismaBig geringe GréBe vieler Kndéllchen mag darauf zuriick- 
zufiihren sein, daB die Nahrstoffaufnahme und das Nahrstoffbediirfnis 
der Knollchen wahrscheinlich wesentlich anders sind als bei den nicht 
metamorphisierten Wurzeln, die 
Kulturlésung aber abgestellt ist auf 
die Aufnahme durch diese. Vielleicht 
liegt hier einer der Griinde, warum 
so viele Riickimpfungsversuche in 
synthetischen Nahrlésungen mit 
Reinkulturen von Actinomyceten 
fehlschlugen, wahrend eine Impfung 
durch eine ,,reichliche Menge“ 
(Krebber, 8.590) Knollchensubstanz, 
die naturgemaB viele Stoffe un- 
bekannter Art enthielt, die u. U. der 
Knollchenentwicklung stark forder- 
lich waren, schon verhaltnismabig Abb. 3. Actinomyces alni. PlattenguBkultur 
frith (Hiltner 1896) zum Ziele fithrte. ous elneay A enee oleae 

Auch in den kleinsten Schwielen 

fand sich immer das Blaschenstadium, eine Tatsache, auf die bereits 
Krebber hinwies. Im Herbst 1940 bildeten sich viele kleine Knollchen 
an den Seitenwurzeln, die oft dicht nebeneinander saBen. Diese 
Erscheinung findet ihre Analogie bei den Leguminosen. So schreibt 
z. B. Kalnins fiir Lupinus-Arten, daB eine reichliche Entwicklung 
kleiner Knollechen an den Seitenwurzeln wahrend der Herbstmonate 


eintrat. 


Eine Knéllchenbildung an ungeimpften Pflanzen wurde niemals 
beobachtet. 


Untersuchungen an den infizierten Erlen. 


Wie aus den angegebenen Werten hervorgeht, war die Entwicklung 
der infizierten Erlen eine recht gute; sie kann bei dem nahezu 
vollstindigen Fehlen des Stickstoffs in der Lésung wahrend der 
ganzen Kulturzeit nur erklirt werden durch die N-Bindung des Sym- 
bionten. 

Um iiber die Menge des assimilierten Stickstoffs einen Uberblick 
zu bekommen, wurden Mitte September 1940 zwei, 15 Monate alte, 
in N-freier Lésung gezogene, geimpfte Pflanzen einer Analyse auf Stick- 
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stoff nach Kjeldahl unterworfen. Die erhaltenen Werte gehen aus der 
nachstehenden Tabelle hervor!. 


Tabelle LI. 
nn ec de se ee I ett 
ischalt aay indie Kul- mg N aus 
Morphologische || mg N in SproB mg Nin Wurzeln mg N betel ees pt Luft 
| 5S 


Entwicklung | 2 Pa ee “ x Lu 
der Pflanzen I und Blittern | und Knolichen | insgesamt | hineingebracht assimilliert 
I} | | 


45,22 | 22,06 67,28 3,84 * 63,44 
35,14 | 21,46 56,60 | 3,84 52.76 


* In Actinomycetenaufschwemmung und Nihrlésung enthalten. 


Die Ubersicht laBt erkennen, daB die Menge des assimilierten 
Stickstoffs mit der Entwicklung der Pflanze parallel geht, was leicht 
erklarlich ist, da die Entwicklung der Pflanze und die der Kndéllchen 
in Wechselwirkung zueinander stehen. Zum Vergleich der Menge des 
assimilierten Stickstoffs zu der von anderen  stickstoffbimdenden 
Organismen festgelegten seien die Ergebnisse von Poschenrieder, 
Sammet und Fischer angefiihrt, die in N-freien Sandkulturen von Soja- 
bohnen bei einer Phosphorgabe von 0,1 °% und geringer Kaligabe (0,26 %) 
einen Stickstoffgewinn von 210 mg fiir vier Pflanzen, die in einem 
Topf standen, erhielten. Die von mir bei Erlen gefundenen Werte 
liegen also je Pflanze etwa in der gleichen Hohe. 


Weiter war es interessant, den Stickstoffgehalt der Blatter und des 
Sprosses in Prozent des Trockengewichtes der entsprechenden Teile 
fiir die ohne Stickstoff ernaéhrten Pflanzen zu erfahren und ihn in Ver- 
gleich zu setzen mit dem prozentualen Anteil an Stickstoff der mit 
Kaliumnitrat gewachsenen Pflanzen. Uber diese Verhaltnisse gibt 
die Tabelle Il AufschluB. 


Tabelle II. 


N-Gehalt der | | N-Gehalt des 


ere | Morphologische | 
derkiiinrane Entwicklung Blatter in 9/9 des | Sprosses in °/,) des 
= | der Pflanze | Trockengewichtes | Trockengewichtes 
Witreltot Nem ete gut 129° 5} eae 
Pa tectee ts eees sence. : maBig 1,31 | OSG 
Mit KUN O20 tone eee | = 1,44 | 4,23 


Die Analysen wurden am 24, September ausgefiihrt, die N-frei er- 
nihrten Pflanzen, hatten bereits die Blatter teilweise abgeworfen. Auch 
aus dieser Tabelle geht die Abhingigkeit der Stickstoffbindung von 


" Da die ungeimpften Pflinzchen frithzeitig zugrunde gegangen waren, 
so konnten sie leider nicht mehr zum Vergleich herangezogen werden. 
Da sie aber ganz offenbar, wie auch bei Untersuchungen anderer, an Stick- 
stoffmangel zugrunde gingen, so ist das Ergebnis trotzdem eindeutig. 
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dem Entwicklungszustand der Pflanze hervor. Im ganzen aber weichen 
die prozentualen Werte nicht allzuweit voneinander ab, woraus ge- 
schlossen werden darf, dafs die geimpften Pflanzen den sicher vor- 
handenen Mangelgehalt an Stickstoff waihrend der ersten Monate ihres 
Lebens verhaltnismafSig gut und schnell aufholen konnten. 

In der morphologischen Entwicklung waren allerdings die N-freien 
geimpften Pflanzen im Durchschnitt etwas hinter den mit Nitrat er- 
nahrten zuriickgeblieben, eine Erfahrung, die bereits Krebber und 
Roberg (1) an ihren Kulturen machten. Dagegen stellte Virtanen (1931) 
die umgekehrte Entwicklung fest, was aber méglicherweise zuriick- 
zufiihren ist auf die Wirkung der Reaktionsverschiebung in den Kultur- 
gefaBen, die von Virtanen nicht beachtet wurde. 

Uber das Zustandekommen der Infektion bei Erlen wissen wir 
noch nichts und es kann dariiber auch hier nichts Sicheres ausgesagt 
werden. 

Uber die Infektion an den Wurzeln der Leguminosen sind in der 
Literatur eimige Beschreibungen erschienen (J. K. Wilson, Thornton), die 
in der Hauptsache darin tbereinstimmen, daB die Bakterien in N-freiem 
Medium an den Wurzelhaaren der Wirtspflanze kleine Kolonien bilden 
und darauf durch die Zellwand des Haares eintreten. Gleichzeitig ver- 
gr6Bert sich das Wurzelhaar innerhalb kurzer Zeit und bildet zahlreiche 
Verdickungen und Windungen. Bei Thornton findet sich die Photographie 
eines Wurzelhaares von Luzerne, das auf einer solehen Verdickung eine 
Kolonie von Bac. radicicola tragt. Nach den Ausfiihrungen dieses Autors 
sind die Deformationen eine notwendige Vorbedingung fiir die Infektion, 
und die Hemmung der Verinderungen durch Nitrat ist der Grund fir ihr 
Aus bleiben. 

Ganz ahnliche Erscheinungen wurden sechs bis acht Wochen 
nach der Impfung an den Wurzelhaaren aller geimpften Erlen beob- 
achtet. An den Wurzeln fanden sich zonenférmig verteilt zahlreiche 
verdickte Haare, die sich endstandig und in der Mitte des Haares 
verknaueln oder spiralig einrollen. Auch bildeten sich zahlreiche Ver- 
zweigungen, die sich umeinander winden. Oft verdicken sich die Ver- 
zweigungsstellen so stark, daB groBe kolbenf6rmige Auftreibungen ent- 
stehen. J'hornton bringt eine Photographie der deformierten Wurzelhaare 
von Luzerne, die dem Bilde der Erlenwurzelhaare ungemein ahnelt, 
nur sind diese noch stairker verzweigt und eingerollt. 

An den Wurzelhaaren der nitratfreien ungeimpften Erlen wurden 
diese Erscheinungen niemals beobachtet, bei den mit K NO, ernahrten 
Pflanzen kommt es ganz vereinzelt zu kleinen Verknauelungen, doch 
bleiben sie stets klein und sind sehr selten. 

AuBerdem fand sich bei der Untersuchung der Erlenwurzeln an 
den geimpften Pflanzen eine betrachtliche Vergréferung der Zahl 
und Lange der Wurzelhaare, die bei Leguminosen unter dem Einflu8 der 
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Bakterien ebenfalls auftritt. Thornton bemerkt in diesem Zusammen- 
hang: ,,Both the living bacteria and their sterile secretions not only 
cause deformed groth of the root-hairs, but in addition stimulate an 
increase in their number and lenght.‘ Die Wurzelhaare der geimpften 
Erlen waren stets zahlreicher und langer als die der ungeimpften oder 
der in nitrathaltiger Losung gewachsenen Pflanzen. Oft waren sie so 
stark entwickelt, daB das Wurzelgeflecht makroskopisch grau und wie 
mit einer diinnen Schleimschicht iiberzogen erschien. 

In der zweiten Vegetationsperiode fanden sich die beschriebenen 
Deformationen nicht, auch die Zahl und Lange der Wurzelhaare war 
dann durchaus normal. 

Wenn diese auffallende Analogie zu den Leguminosen den Eintritt 
des Erlensymbionten durch die Wand der Wurzelhaare auch wahr- 
scheinlich macht, so gelang es doch niemals, auf einem deformierten 
Haar eine Kultur des Actinomyceten zu entdecken oder einen Infektions- 
faden festzustellen. Partien deformierter Haare wurden nach Carnoy 
fixiert, auf die tibliche Weise in Paraffin eingebettet und 10 uw sowie 5 
dick geschnitten. Auch in den Schnittserien gelang es nicht, den Sym- 
bionten festzustellen. 

In zahlreichen Arbeiten berichtete Virtanen (1931 und 1933) tiber 
eine Diffusion von organischen Stickstoffverbindungen aus den Kndéllchen 
der Leguminosen und teilte weiterhin mit (Virtanen und Saastamoinen), 
da auch aus den Knéllchen lebender Erlen soleche Verbindungen in 
das umgebende Medium austreten sollten, was aber Bond sowie Hngel 
und Roberg fiir Leguminosen nicht bestaétigen konnten. Fiir Erlen 
nahm oberg (1) bereits 1934 mit einer gréBeren Anzahl von Wasser- 
kulturen, die Rhizothamnien besaBen, eine Nachpriifung der Versuche 
von Virtanen und seiner Mitarbeiter vor. Weitere umfangreiche Unter- 
suchungen an Sandkulturen wurden vier Jahre spiter von Engel und 
Roberg veroffentlicht. Alle diese Nachpriifungen hatten ein negatives 
Ergebnis, in keinem Falle war eine so groBe Stickstoffzunahme im 
Kulturmedium nachzuweisen, daB auf einen Austritt von Stickstoff- 
verbindungen geschlossen werden muBbte. 

Im Verlauf der hier mitgeteilten Untersuchungen wurden nach 
dieser Richtung hin ebenfalls Versuche angestellt, die in der Tabelle IIT 
zusammengefaBt sind. Die Ergebnisse bestitigen durchaus die Mit- 
teilungen der oben genannten deutschen Forscher. In keiner der Ana- 
lysen (N-Bestimmung nach Kjeldahl) konnte ein ins Gewicht fallender 
Gewinn an Stickstoff festgestellt werden, oft lieB sich itberhaupt keine 
Zunahme feststellen, und es ist insbesondere kein deutlicher Unterschied 
in der Erhéhung des Stickstoffgehalts der Lésung bei den knéllchen- 
tragenden gegentiber der Erhéhung bei den knéllchenfreien Kulturen 
nachweisbar. Die geringe Zunahme an Stickstoff erklart sich zwanglos 
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Tabelle IL. 


Dauer der mg N in 
Bewachsung} 500 cem Lésung 


Art der Loésung | Gewinn an N 


Unbewachsen ohne I SSINK Oh ee bcapeaee | — | 0,14 | —_ 


‘3 mit pe aS Sat i = 0,14 _ 
Mit knéllchenfreien Erlen bewachsen .. | 3 Monate | 0,29 | 0,15 
7 ”° ” ” ee || ro) 0,14 = 
, knéllchentragenden Erlen bewachsen - 0,29 0,15 
29 bed 29 bey 9 0,14 | ak 
oe) 9 ” ” | 35 | 0,58 0,44 
29 ” ” oe) | ” 0,72 | 0,58 
2° o> ey ” ” 0,14 == 


aus den auf §.6 bereits angefiihrten Griinden, die auch hier gelten. 
Es bleibt eine offene Frage, worauf die starken Gegensaitze zu den 
Versuchsergebnissen von Virtanen und seinen Mitarbeitern zuriick- 
zufiihren sind. 


Untersuchungen an dem Endophyten. 


Durch genaue Beobachtungen wurde nachgewiesen, daB Actino- 
myces alni imstande ist, sich in den stickstofffreien Erlenlésungen zu 
entwickeln. 

Wird eine sterile N-freie Erlenlédsung von der angegebenen Zu- 
sammensetzung mit Sporen des Actinomyceten beimpft, mehrere Tage 
bei 23°C gehalten und dann zentrifugiert, so enthalt der Bodensatz 
junge Hyphen des Strahlenpilzes. 

Ebenso entwickelt sich der Actinomycet auch dann in der Erlen- 
lésung, wenn gleichzeitig eine junge Erle in ihr wachst. Wenn eine 
8 Wochen zuvor mit Sporen beimpfte, mit einer Erle bewachsene 
N-freie Lésung zentrifugiert wird, so finden sich im Bodensatz die 
Hyphen des Strahlenpilzes. 

Allerdings ist das Wachstum in allen Fallen so schwach, daf es 
zweifelhaft erscheinen kann, ob die Auskeimung der Sporen und die 
Entwicklung der Mycelien auf der Bindung molekularen Stickstoffs 
beruht, oder ob nicht vielmehr die Ausnutzung der in der Kultur ent- 
haltenen oder der in sie aus der Luft eingedrungenen Spuren von ge- 
bundenem Stickstoff in Frage kommt. Geringe Zusdtze von Nitrat 
erhdhen das Wachstum erheblich, auch Nitrite werden ausgenutzt 
[v. Plotho (1)]. 

Dagegen ist es sehr wahrscheinlich, daB das Mycel des Strahlen- 
pilzes innerhalb der Erlenwurzeln die Stickstoffbindung vollzieht. 
AuBer den Hyphen kamen hierfiir eventuell noch die auffalligsten Ge- 
bilde in den Knéllchen, die sogenannten Blaschen in Betracht. Diese 
haben begreiflicherweise seit langem die Aufmerksamkeit der Beob- 
achter auf sich gezogen und die verschiedensten Deutungen erfahren 
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(Hiltner 1903, Borm). Jetzt halt man sie wohl allgemein fiir Involutions- 
formen, Sie stehen mit den Hyphen in Verbindung, wie deutlich beob- 
achtet werden konnte, besitzen eine Membran und sind nach Gram 
farbbar. Die Farbbarkeit haftet auch in ihnen ebenso wie in den Faden 
an bestimmten Kérperchen, die in verschiedener Menge und Verteilung 
in ihnen niedergelegt sind. Bei der Nuclealreaktion nach Feulgen zeigen 
die Blaschen schwache diffuse ,,Farbung‘‘. Ihr Plasma erscheint jedoch 
eigentiimlich granuliert, auch in ganz jungen Blaschen, und weicht 
dadurch von dem homogen reagierenden Plasma der Faden deutlich 
ab [v. Plotho (2)]. 

Dieses Ergebnis legt die Annahme nahe, dafi sich der Blaschen- 
inhalt nicht mehr in lebensfahigem Zustand befindet. Zur Priifung 
dieser Frage wurden mit dem Mikromanipulator 35 Blaschen aus jungen 
Erlenknéllchen isoliert und auf Glycerinagar gebracht. Nicht ein einziges 
Blaschen entwickelte sich. Dieses Ergebnis ist als Analogie zu der Iso- 
lierung von Bakteroiden aus den Kndéllchen von Leguminosen  an- 
zusehen (Almon). In den Blaschen der Erlen haben wir daher Formen 
zu sehen, die wohl schon jenseits von Symbiose und Stickstoffbindung 
liegen. Die in ihnen angehauften wertvollen Eiweifstoffe kommen der 
Wirtspflanze zugute, entweder dadurch, dai eine Autolyse der Blaschen 
einsetzt, oder ihre Verdauung durch die Pflanze stattfindet. Schaede 
(1933) tritt auf Grund cytologischer Beobachtungen fiir eine Verdauung 
ein, Als eigentlicher Trager der Stickstoffbindung aber diirfte das 
normale Mycel des Actinomyceten anzusehen sein. Auch bei anderen 
stickstoffbindenden Organismen sind es die normalen Formen (Bac. 
amylobacter und Azotobacter), die die Assimilation durchfiihren. Viel- 
leicht ist das Mycel auch auBerhalb der Knéllchen zu einer gewissen 
Stickstoffbindung befaihigt. Auf diese Weise wire es méglich, die aus- 
gezeichnete Entwicklung der N-freien geimpften Erlen wahrend der 
ersten Vegetationsperiode zu erkliren, die derjenigen der mit Nitrat- 
stickstoff ernihrten Pflanzen nur wenig nachstand, obgleich an den 
Wurzeln keine Knéllchen zu entdecken waren. 

Die starke Verzweigung und Anhiiufung des Mycels an bestimmten 
Stellen der Wurzel, die mit Wucherungen des Pflanzengewebes einher- 
geht und als Knéllchenbildung in Erscheinung tritt, steht auch bei der 
Erle, allen Beobachtungen zufolge, in Wechselbeziehungen zu der Menge 
der Kohlenhydrate, die von der Pflanze an diesen Stellen angehauft 
werden. In den den Rhizothamnien benachbarten Rindenschichten 
der nicht metamorphisierten Wurzeln, sowie in den Knéllchen selbst, 
wurde eine starke Anhiiufung von Kohlenhydraten in Form von Starke 
stets beobachtet. Die infizierten Wurzelrindenzellen enthalten manch- 
mal wenige kleine Stirkekérnchen, in den weitaus meisten Fallen 
aber findet sich in ihnen keine Starke. In den benachbarten, nicht 
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infizierten Rindenzellen ist sie dagegen immer in reichlicher Menge 
vorhanden. Schon Shibata beobachtete bei Myrica rubra in den ebenfalls 
von einem Actinomyceten hervorgerufenen Knéllchen eine Hydrolyse 
der Starkekérner, was von Schaede (1938) fiir Myrica Gale bestatigt 
wurde. Daf diese Umsetzung des Kohlenhydrats einen entscheidenden 
Teilfaktor zur Befahigung der Stickstoffassimilation darstellt, wurde 
fur Bac. radicicola bereits von Frank vermutet und durch Untersuchungen 
von Rippel und Poschenrieder, Rippel und Krause und anderen erhartet. 
Danach erfordert die ZerreiBung des Stickstoffmolekiils in seine beiden 
Atome einen betrachtlichen Energieaufwand, der nicht bestritten 
werden kann durch die, zuerst von Linhardt vermutete, exothermisch 
verlaufende Reduktion des Stickstoffatoms zu NH. AuBerdem verlangt 
die Wasserstoffanlieferung sowie die Herstellung der Reaktionsfahig- 
keit des Stickstoffs aller Wahrscheinlichkeit nach einen weiteren ener- 
getischen Aufwand, zu dessen Bestreitung die Endophyten die Kohlen- 
hydratanlagerungen heranziehen werden. 

Die gleichen Zusammenhinge liegen bei dem Symbionten der 
Alnus-Arten vor, Hier gewinnt der Zusammenhang von Starkezufuhr 
und Stickstoffassimilation sogar noch gréBere Wahrscheinlichkeit 
durch die erwahnte Fahigkeit des Organismus zur Bildung von Milch- 
sdure [v. Plotho (1)|, denn dieser Saéure ist im Hinblick auf den oxy- 
dativen Abbau der Kohlenhydrate erhebliche Bedeutung zuzuschreiben 
(Schneider). Mit dem Chemismus dieses Abbaues diirften die im 
Symbionten erreichbaren Oxydations-Reduktionspotentiale zusammen- 
hangen, die das Symbiontengewebe befahigen, eine mehr oder weniger 
hohe Reduktionskraft zu entwickeln. 

Jedenfalls diirfen wir als Voraussetzung der Stickstoffbindung 
auch bei Erlen bestimmte Oxydo-Reduktionspotentiale annehmen. 
Mit den Oxydationsverhaltnissen hangt aber die im Kndllchen vor- 
handene Aciditaét eng zusammen. Es wurde daher versucht, die in diesen 
Gebilden herrschende Wasserstoffionenkonzentration zu  ermitteln, 
wozu die Methode von Pietz benutzt wurde. Schnitte junger Erlen- 
knéllchen wurden in die von Clark und Lubs angegebenen Farb- 
indikatoren gelegt und nach einer Einwirkungszeit von héchstens 
30 Minuten in ihnen untersucht. Die Ergebnisse sind aus der nach- 
stehenden Tabelle [V zu ersehen. Wie daraus hervorgeht, liegt die 
Aciditait der nicht infizierten Wurzelrindenzellen zwischen einem pu 
von 3,6 und 5,2, etwa bei 4,4, wahrend die infizierten Rindenzellen 
ein px von ungefahr 6 aufweisen. Es besteht also ein betrachtlicher 
Unterschied in der Wasserstoffionenkonzentration zwischen den nor- 
malen Rindenzellen der Wurzel und den von dem Endophyten in- 
fizierten. Damit ist auch fiir den Erlensymbionten ein erster Schritt 
zur Feststellung der Lebensbedingungen im spezifischen Milieu getan 
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Tabelle IV. 


ee — — es 


* Farbe der nicht Farbe der 
Jndikator Umschlagsgebiet | sare ate | A pene re 
Bromphenolblau .. . ihe * ae ane griinblau tiefblau 
Methylrot ........ | : é os a ols t tiefrot gelb 
Bromkresolpurpur . ve < ae te | gelb | gelbrot 
Bromthymolblau .. A ae bs egy | gelb | gelb 


(wie fiir die Leguminosen nach Pietz), wobei die Frage offen bleibt, auf 
welche Weise die fiir das Wachstum des Actinomyceten giinstige 
Wasserstoffionenkonzentration in den infizierten Zellen der Wurzel- 
rindenschicht entsteht. 

Pietz sieht in dem im jungen Knéllchen von Vicia faba vorliegenden 
roten Farbstoff den ,,roten Kérper‘: Rapers, weil nach seinen Unter- 
suchungen im Stickstoffstrom der rote Farbstoff verschwindet und durch 
Sauerstoffzufuhr wieder hergestellt werden kann. Da frische Schnitt- 
flachen von Erlenwurzeln und Erlenkndéllchen wei sind und an der 
Luft eine rote Farbung annehmen, wurden gerétete Schnitte von 
Wurzeln und Kndllchen langere Zeit in einen Stickstoffstrom gebracht. 
Es konnte jedoch weder bei den Wurzel-, noch bei den Knéllchen- 
schnitten eine Bleichung der Schnittflachen festgestellt werden, so dai 
ein Unterschied im Oxydationszustand zwischen Wurzel- und Knéllchen- 
gewebe auf diese Weise nicht nachweisbar war. Nach dieser Richtung 
hin wiren weitere Untersuchungen sehr zu 
begriiBen. 

In ausgezeichneten cytologischen Unter- 
suchungen hat Schaede (1933) in alten, lang- 
sam gewachsenen Kndéllchen von Alnus glu-_ 
tinosa neben den stets auftretenden Blaschen 
stabchen- bis kugelf6rmige Gebilde beschrieben 
und abgebildet, die er als Bakteroiden be- 
zeichnet und von denen er annimmt, daB sie 
. ; keine selbstiindigen Wesen, sondern einen be- 

iti Oko nce sonderen Entwicklungszustand des Endo- 

Hndophyt in den Markstrahl- phyten darstellen. Er spricht den Bakteroiden 
zellen des GefiiBteiles der ° a 5 

ariel VEER O00. besondere Aufgaben bei der Verbreitung des 

Strahlenpilzes zu. In jungen Knéllchen von 

Alnus glutinosa, sowie in anderen Erlenarten konnte Schaede sie aber 

nicht nachweisen. In den in meinen Wasserkulturen entstandenen 

Knéllchen von Alnus glutinosa waren sie nie vorhanden. 
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Dagegen gelang es auf andere Weise, iiber die Verbreitung des 
Strahlenpilzes in den Wurzeln Aufklirung zu gewinnen. 

Wie erwahnt, bildeten sich im Herbst 1940 an den Seiten- 
wurzeln der infizierten Erlen auffallend viele kleine Kndéllchen, die dicht 
nebeneinander saBen. Von solchen Seitenwurzeln wurden mehrere 
Wurzelteile, die zwischen jungen Kndllchen, welche 0,5 bis 0,7 em 
voneinander entfernt lagen, herausgeschnitten, nach Carnoy fixiert, 
auf die tibliche Weise in Paraffin iiberfiihrt, 5 u dick geschnitten 
und mit Jodgriin gefarbt (0,15g Jodgriin, 0,05 g Fuchsin, 100 cem 
aqu. dest.). Einige Schnitte wurden nach Gram und mit Orseillin BB 
nach Alcorn und Yeager gefarbt. Die Untersuchung erfolgte in Canada- 
balsam. In diesen Schnitten konnte der Actinomycet in den Rinden- 
zellen der Wurzeln sowie in den Markstrahlzellen des GefaBteiles nach- 
gewiesen werden, was die Mikrophotographie der Abb. 4 erkennen laBt. 
In diesen Zellen wachst der Endophyt also offenbar weiter. Méglicher- 
weise gelangt er auch in die Leitungsbahnen der Wurzeln, in denen 
er auch auf mechanische Weise transportiert werden kénnte. Auch in 
Zellen der Anlagen der Seitenwurzeln konnte ich den Actinomyceten 
nachweisen. 

Zusammenfassung. 

Aus den Knéllchen von Alnus incana wurde der Erreger der Wurzel- 
wucherungen isoliert und mit ihm steril gekeimte, in N-freier Nahrlosung 
wachsende, Erlen geimpft. An ihnen entstanden Knéllchen. 

Die Menge des aus der Luft assimilierten Stickstoffs sowie der 
Gehalt an Stickstoff in SproB und Blattern in % des Trockengewichts 
wurden bestimmt. 

Aus den Kndéllchen von Wasserkulturen der Erlen traten keine 
organischen Stickstoffverbindungen aus. 

In den Kndéllchen sowie den benachbarten Wurzelzellen fanden 
_ sich reichliche Kohlenhydratablagerungen, die zur Stickstoffassimilation 
in Beziehung stehen. 

Bakteroiden waren nicht vorhanden. Der Endophyt verbreitet 
sich durch Weiterwachsen in den Wurzelzellen der Wirtspflanze. 

Mit dem Mikromanipulator auf Nahragar gebrachte Blaschen 
entwickelten sich nicht. 

Fir die Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit 


sage ich dem Reichsforschungsrat, Fachsparte Landbauwissenschaft und 
allgeme‘ne Biologie, fiir die Anregung zum Thema Herrn Prof. Dr. A. Rippel 


meinen besten Dank. 
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(Aus dem Botanischen Institut Géteborg.) 


Das Wachstum einiger Pilze aus Holzsehliff 
bei verschiedener Temperatur. 
Von 
KE. Rennerfelt. 
Mit 4 Textabbildungen. 
(EHingegangen am 4, Januar 1941.) 


Es gibt in feuchtem Holzschliff eine reiche Pilzflora, die sowohl 
systematisch als 6kologisch verschiedene Gruppen beherbergt. Es 
werden He/je-ahnliche Pilze (Torulopsidaceen) angetroffen, sowie Blédue- 
pilze, von denen die meisten den Fungi imperfecti angeh6ren; weiterhin 
werden Schimmelpilze und Fédulnispilze gefunden. Die Zusammen- 
setzung dieser Mikroflora in dem frischen Holzschliff ist in hohem Make 
von den Herstellungsverhaltnissen abhangig. Ein Faktor von grofer 
Bedeutung ist dabei die Temperatur in dem zirkulierenden System, 
Schleifereien von wesentlich ungleichen Systemtemperaturen besitzen 
auch Mikrofloren, die sowohl in quantitativer als in qualitativer Be- 
ziehung voneinander betrachtlich abweichen. Wenn auch andere 
Faktoren als die Temperatur hierzu beitragen, mu8 dieser doch eine 
groBe Bedeutung zugeschrieben werden. Es entbehrt deshalb nicht 
eines gewissen Interesses, die Entwicklung einiger aus Holzschliff 
isolierten Pilze bei verschiedener Temperatur naher zu untersuchen. 
Insgesamt wurden folgende 14 Arten untersucht: 

1. Rhodotorula glutinis (Fres.) Harrison. — 2. Rhodotorula gracilis 
Rennerfelt. — 3. Torulopsis candida (Saito) Lodder. — 4. Torulopsis 
Molischiana (Zikes) Lodder. — 5. Geotrichum candidum Link. — 6. Phia- 
lophora fastigiata (Lagerb. et Mel.) Con. — 7. Phoma lignicola Renner- 
felt. — 8. Pullularia pullulans (de Bary et Low) Berkh. — 9. Tricho- 
sporium heteromorphum Nannf. — 10. Aspergillus fumigatus Fres. — 
11. Penicillium rugulosum Thom. — 12. Pholiota mutabilis (Schaeff.) 
Quel. — 13. Polyporus hirsutus (Wulf) Fr. — 14. Polystictus versicolor 
Ci) Fr. 

Von diesen Pilzen gehéren die vier ersten den Torulopsidaceen an, 
sie vermehren sich also durch Knospung, ganz wie die Hefen; (eo- 
trichum candidum ist ein hyaliner Hyphomycet. Nr. 6 bis 9 sind Bldue- 
pilze, von denen Phoma lignicola zu den Sphaeropsideae, die anderen 
den Dematiaceae angehéren. Nr. 10 und 11 sind Vertreter der Schimmel- 
pilze, die drei letzten sind Fdulnispilze. Die Kultur von Pholiota muta- 
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bilis hat mir Herr Universititsstipendiat Robak, Oslo, freundlichst 
iibersandt. Der Pilz ist aus Holzschliff isoliert, eine nihere Beschreibung 
ist bei Robak (1933) zu finden. Die zwei letztgenannten Pilze wurden 
von Fruchtkérpern aus dem Botanischen Garten in Géteborg isoliert. 
Bei kiinstlicher Infektion auf Holzschliff wachsen diese Mycelien 
ziemlich schnell. 


Methodik. 


Die Pilze wurden in Erlenmeyerkolben von 100 cem geziichtet, jeder 
Kolben enthielt 25 cem Nahrungslésung. Das Salzgemisch war nach Boas 
(1935) hergestellt und erfiillt alle Anspriiche der Pilze an anorganischer 
Nahrung, auch an solchen Metallen, die sie u. U. nur in sehr kleinen Mengen 
brauchen. Als Kohlenstoffquelle erhielten die Pilze 2° Saccharose. AuBer- 
dem wurde je Kolben 25mg Hefeextrakt (Cenovis) hinzugefiigt, um den 
Bedarf an Vitaminen zu sichern. Die Kolben wurden 30 Minuten bei 1,5 Atm. 
sterilisiert. 

Nach Abkiithlung wurden die Kolben mit je 1 ecm einer Sporensuspen- 
sion beimpft, die gema8 Zahlung in einer Zahlkammer je cem 40000 Sporen 
enthielt. Die Anzahl Sporen je ccm Fliissigkeit belief sich demnach auf 
etwa 1600. Die Sporenanzahl wurde auBerdem durch Aussaat auf Malz- 
agarplatten bestimmt. Hierfiir wurde aus einem besonderen Kolben 1 cem 
genommen, und nach Verdiinnung 1:10 wurde die Aussaat mit 1 cem 
gemacht. Theoretisch hatten also je Schale etwa 160 Kolonien auswachsen 
miissen. Diese Anzahl wurde jedoch selten erreicht, meistens keimten 
weniger Sporen aus, in einigen Fallen ganz betrachtlich weniger. Bei 
Bestimmung der Keimzahl mittels Aussaat werden in der Regel niedrigere 
Werte erhalten als bei Zahlung. Viele Faktoren diirften hierzu beitragen: 
Verdiinnungsfehler, die Tatsache, da die Keimfahigkeit nicht immer 
100% ig ist, und endlich der Umstand, dai zwei keimfahige Sporen so dicht 
beieinander liegen kénnen, da sie beim Zihlen nur als eine Kolonie ge- 
rechnet werden. Die gleiche Erfahrung liegt in der Bakteriologie vor 
(Munisch, 1930, Wohlfeil, 1933). 


Die Kolben mit Faulnispilzen wurden mit Mycelstiicken, etwa 3 x 3mm, 
aus Agar geschnitten, beimpft. 


Nach Beimpfung wurden die Kolben bei folgenden Temperaturen 
bebriitet: 5, 12, 17, 22, 27, 32, 37 und 42°C. Vier Parallelen wurden benutzt. 
Die Kolben bei 5° standen in einem Kiihlschrank, die Temperaturen 12 
und 17° wurden mittels Wasserkiihlung erhalten, fiir die itibrigen wurden 
Thermostaten benutzt. Bei 5 bis 17° schwankte die Temperatur etwa + 19°, 
bei den tibrigen etwa -+- 0,5°. 


Nach 10 Tagen wurde der Versuch beendet. Als Ma fiir das Wachstum 
wurde die gebildete Menge Trockensubstanz ermittelt. Betreffs der Torulop- 
sidaceen wurde eine gewisse Menge der Pilzsuspension, in der Regel 15 cem 
aus jedem Kolben, in einen Jenaer Glasfiltertiegel Nr. G 3 oder G4 abfiltriert 
und darin nach Trocknung bei 100° gewogen. Die ubrigen Pilze wuchsen 
mit einem mehr oder minder kraftigen Mycel. Dieses wurde mit einer 
Pinzette herausgeholt, in destilliertem Wasser sorgfaltig abgespilt und 
nach Trocknung bei 100° gewogen. Zuriickbleibende Mycelfragmente, wie 


auch Sporen, die in einigen Fallen reichlich gebildet wurden, wurden in 
Filtertiegeln aufgehoben. 
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Mit den Torulopsidaceen und einigen der Blauepilze wurden noch einige 
Bestimmungen gemacht. Teils wurde die Anzahl der Zellen je ceem Fliissig- 
keit in einer Zihlkammer bestimmt, teils wurde durch Aussaat auf Agar 
untersucht, wie viele von diesen Zellen lebendig waren. Hierfiir war es, 
wegen der massenhaften Vermehrung, oft notwendig, die Proben auf das 
1000- oder 10000-fache zu verdiinnen, um die Zahlung der auskeimenden 
Sporen unternehmen zu kénnen. Die Proben fiir die Zahlkammer wurden 
aus einer Mischungsprobe der vier Parallelen genommen, und 2 x 36 Vier- 
ecke wurden gezihlt. Die vier Aussaaten auf Agar wurden ebenfalls mit 
einer Mischprobe unternommen. Da im Laufe des Versuchs Wasser aus 
den Kolben verdunstete, um so mehr je héher die Temperatur war, wurde 
am Ende des Versuchs diese Volumenabnahme gemessen. Die gefundene 
Anzahl Zellen wurde dann auf das urspriingliche Volumen, 26 cem (25 cem 
Nahrungslésung und 1lccm Impfmaterial), umgerechnet. Die gleiche 
Korrektion wurde nattirlich auch bei dem Wiegen gemacht. 


Ein Teil der Pilze zeigte bei den Extremtemperaturen kein Wachstum. 
Mittels Aussaat auf Agar wurde in solchen Fallen untersucht, ob die Pilz- 
sporen bzw. das Mycel noch lebendig waren. 


Versuchsergebnisse. 


Rhodotorula glutinis. Dieser weit verbreitete Pilz hat ein recht 
enges Temperaturgebiet. GemaB Harrison (1928) wachst er bei 25° 
am besten und wachst bei 379 nur sparlich. Der hier benutzte Stamm 
zeigt optimale Bildung sowohl von Trockensubstanz als auch von 
Zellen bei 22° (vgl. Tabelle I). Oberhalb dieser Temperatur nimmt die 
Produktion schnell ab, bei 27° betragt sie nur etwas mehr als ein Fiinftel 
des Optimalwertes, und bei 32° ist sie sehr geringfiigig. Bei 37 und 42° 
war die Zellenanzahl so gering, daB kein Wiegen moglich war. Bei 12 
und 17° war die Zellenanzahl recht groB, bei 5° dagegen sehr klein und 
das Wachstum sehr sparlich. 


Tabelle I. Das Wachstum von Rhodotorula glutinis bei ver- 
schiedener Temperatur. 


Zellenanzahl je ccm in Millionen 
: % Gewicht 
Temperatur | Zihlung | fae lanend | je Kolben 
oC Individuen Kolonien a mg 
5 0,05 0,05 0,003 5,8 + ** 
12 26,8 14,0 24,1 90,0 17,6 + 2,1 
17 i 93,3 45,2 31,0 33,3 47,1 + 3,5 
22 158,3 * 62,3 Aleet! WSs 75,0 -+ 5.6 
27 28,7 iS) 33 1,32 4,6 16,9 + 2,2 
32 0,61 0,61 0,006 | 1,0 0,4 
37 0,19 0,19 0,001 ~~ 0,5 + 
OA & = 0,0004 a + 
* Fett gedruckte Ziffern geben die Optimumwerte an. — ** + = nicht wigbar, die Zellen 


lebend ; — = nicht wiigbar, keine lebende Zellen in den Kolben. 


bo 
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Durch Aussaat auf Agar konnte festgestellt werden, da die gr6éBte 
Anzahl lebender Zellen in den Kolben bei 17° vorhanden war, also 
nicht bei der gleichen Temperatur, bei der die Zellenanzahl absolut 
am groBten war. Mit zunehmender Temperatur nahm die Anzahl 
lebender Zellen immer mehr ab, bei 27° waren von 28,7 Millionen Zellen 
nur 1,32 Millionen lebend, bei noch héheren Temperaturen, wie auch 
bei 5°, war die Anzahl sehr gering. 

Wie vorher gesagt, ist eine exakte Bestimmung der Keimzahl 
schwer ausfiihrbar. Bei Pilzen, wie den Torulopsidaceen, die sich durch 
Knospung vermehren, werden die Schwierigkeiten dadurch noch grofer, 
daB die Zellen oft zu zwei oder zu drei zusammenhangen. Bei der Aus- 
saat kommt es vor, da eine solche Kolonie in zwei oder drei Zellen 
zerfallt, die jede in der Platte zu einer Kolonie auswachst. Wenn aber 
die Zellen nicht ganz reif sind, kénnen sie auch bei der Aussaat zu- 
sammenhangen und wachsen nur zu einer Kolonie aus. Bei der Zahlung 
habe ich eine Zellenkolonie als zwei Individuen gelten lassen, wenn die 
beiden Zellen deutlich voneinander getrennt waren. Eine kleine oder 
nur bis zur Halfte ausgebildete Knospe habe ich nicht gezahlt. Ein 
Vergleich zwischen den Spalten ,,Kolonien‘* und ,,Aussaat** in Tabelle I 
zeigt, daB bei 12° die Aussaat héhere Zahlen ergeben hat; offenbar 
waren in diesem Falle die Zellen in den Kolonien so locker aneinander- 
gefiigt, daB sie bei der fiir die Aussaat notwendigen Verdiinnung entzwei- 
gegangen waren. In dieser Neigung zur Koloniebildung liegt gewisser- 
maBen eine Fehlerquelle, die bei der Optimumtemperatur, wo die 
lebhafteste Knospung vorkommt, und die Zellen demzufolge 6fter zu 
zwei oder zu drei zusammenhangen (vgl. das Verhaltnis zwischen den 
Spalten ,,Individuen® und ,,Kolonien‘‘ in den Tabellen), am gréBten ist. 
Je naher man den Extremtemperaturen kommt, desto sparlicher wird 
die Knospung, und die Zahlen fiir ,,Individuen‘‘ und ,,Kolonien‘‘ werden 
dann annahernd die gleichen. Bei Berechnung des Prozentes lebender 
Zellen bin ich durchwegs von der Zahl der ,,Individuen‘* ausgegangen. 

Der héchste prozentische Anteil an lebenden Zellen lag bei Rhodo- 
torula glutinis bei einer noch niedrigeren Temperatur als die gréBte 
absolute Anzahl lebender Zellen. Bei 12° waren 90% der Zellen lebend, 
bei zunehmender Temperatur wurde der Anteil an lebenden Zellen 
immer kleiner (vgl. Tabelle I). Bei 22°, wo die Zellenproduktion optimal 
war, waren am Ende des Versuchs nur 11,2% der Zellen lebend. Bei 
32 und 37° und ebenso bei 5°, wo die Individuenanzahl schon an und 
fir sich sehr klein war, mu8 auch die Lebensdauer der Zellen sehr kurz 
sein, nur wenige Prozente der Zellen waren lebend. 

Rhodotorula gracilis. Dieser Pilz hat ein Wachstumsgebiet, 
da sich iiber ein gréBeres Temperaturintervall erstreckt (siehe Ta- 
belle IT und Abb. 1). Die gréBte Zellenanzahl sowie die héchste Menge 
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Tabelle II. Das Wachstum von Rhodotorula gracilis bei ver- 
schiedener Temperatur. 


Zellenanzahl je cem in Millionen 
Temperatur go % Gewicht 
< Ecoles a | Aussaat | lebend ee oe 
0c Individuen Kolonien || mg 
5 1,0 0,88 0,44 | 44,0 0,15 
12 24,7 | 13,2 12,8 | 51,8 3,2 + 0,6 
17 52,5 39,6 23,8 i vata 73.0.8 
22 103 71,2 | 13,6 | 13,2 15,5 2 1,1 
27 115 74,0 | 9,44 || 8,2 214 43 
32 106 he tid ata 4,41 | 4,2 | 21,0-£4,5 
Sige om LOM G ek). 20.0 1,5 | 6 ieie |) 90,0 2/0,6 
42 | 0:26; | 0,24 0,008 + 3,8 ae 


Trockensubstanz wurde bei 27° erhalten. Mit Rh. glutinis verglichen 
ist jedoch die Menge der gebildeten Trockensubstanz erheblich geringer. 


Das Wachstum ist zwischen 
12 und 37° recht gut, Rh. 
gracilis kann also bei etwa 
5 bis 10° héherer Temperatur 
als Rh. glutinis noch wachsen, 
was ich schon friiher festge- 
stellt habe (Rennerfelt, 1938). 

Die meisten  lebenden 
Zellen wurden bei 17° ge- 
funden, mit | zunehmender 
Temperatur wurde die Anzahl 
lebender Zellen immer kleiner 
(vgl. Abb. 1), wahrend die An- 
_zahl Zellen, in der Zahlkammer 
gefunden, erst oberhalb 32° 
entschieden zu sinken begann. 
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Der Anteil an lebenden Zellen war bei den niedrigen Temperaturen 
mit zunehmender Tem- 


Doch zeigte Rh. gracilis einen hé- 


am gr6Bten mit einem Optimum bei 12°; 
peratur wurde er immer kleiner. 
heren Anteil lebender Zellen als Rh. glutinis; 
Zellen muB also langer sein. Auch hierin zeigte sich die Anpassung 


von Rh. gracilis an hohere Temperatur. 


Torulopsis candida. 


die Lebensdauer der 


Das Wachstum dieses Pilzes zeigt ein 


Optimum, wenn auch wenig ausgepragt, bei 22° (vgl. Tabelle III). Die 


Bildung von Trockensubstanz sowie die Anzahl der Zellen ist ungefaéhr 
gleich groB zwischen 12 und 279. Ober- und unterhalb dieser Grenzwerte 
war das Wachstum sehr kiimmerlich. Bei 37° war die Zellenanzah] sehr 


gering, eine Vermehrung konnte jedoch festgestellt werden. Gemaf 


42°C 


Die Bildung von Trockensubstanz, die 
Gesamtzahl der Zellen (lebender und toter) und 
die Anzahl lebender Zellen bei Rhodotorula gra- 
cilis in 2% Saccharose bei verschiedener Tem- 
peratur. 


24 


Tabelle III. 
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schiedener Temperatur. 
22 


Das Wachstum von Zorulopsis candida bei ver- 


| Zellenanzahl je ccm in Millionen 
| 0% Gewicht 
Temperatur Zahlung lebend je Kolben 
Aussaat 
0c Individuen Kolonien mg 
5 0,81 0,58 0,64 79,0 0,9 
12 43,5 18,6 Hie aLos0) 29,5 17,5 + 1,3 
17 47,5 23,8 | 15,5 32,6 18,8 + 1,6 
22 54,2 29,2 | 14,0 25,8 20.0 + 1,7 
27 52,8 20 Dat WE NES 13,9 18,8 + 1,4 
32 0,21 0,16 | 0,002 0,95 0,4 
37 0,06 0,05 0,0005 0,89 i 
42 — = | 0 0 wet” 
* _. — nicht wiigbar, keine lebende Zellen in den Kolben. 


Saito (1922) hat dieser Pilz sein Maximum bei 33 bis 35°, sein Minimum 


bei 0,59. 


Die Anzahl lebender Zellen war ungefaihr gleich groB zwischen 
12 und 22°, bei 5° und bei 32° und aufwarts waren sehr wenige Zellen am 
wurde jedoch bei 5° 
gefunden, und nahm mit zunehmender Temperatur ab. Bei 32 und 37° 
waren weniger als 1% der Zellen am Leben, und bei 42° wuchs nach der 
Aussaat kein einziges Individuum aus; dort hatte also keine Vermehrung 
stattfinden, und die eingeimpften Zellen hatten diese Temperatur auch 
nicht 10 Tage lang ertragen ké6nnen. 


Leben. Der héchste Anteil lebender Zellen, 


Torulopsis 


Ausbeute. 


ist damit noch nicht sein Temperaturmaximum erreicht. 


Molischiana. 


=Q 0/ 
19%: 


Unter den 


untersuchten Toru- 
lopsidaceen weicht diese Art von den anderen durch ihre Fahigkeit ab, 
in einem sehr ausgedehnten Temperaturgebiet wachsen zu kénnen 
(Tabelle IV und Abb. 2). Nur bei der tiefsten Temperatur war die 
Zellenproduktion nicht waigbar. Freilich ist die Menge der gebildeten 
Trockensubstanz klein, bei 22°, wo die gréBte Menge erhalten wurde, 
nur 10,2 mg je Kolben, aber noch bei 42° betragt sie 47 °/ der optimalen 
Der hier benutzte Stamm war aus einer Schleiferei mit 
einer Systemtemperatur von 43° isoliert worden, und wahrscheinlich 


GemaB 


Zikes (1911) hat dieser Pilz bei 449 gutes Wachstum, erst bei 479 hért 
es ganz auf. Lodder (1934) sagt, daB der Pilz noch bei 40° gut wachst. 

Die Zellenanzahl ist bei 22° am gréBten. Trotz kleineren Gewichtes 
ist die Anzahl je com etwa viermal gréBer als die bei 7’. candida ge- 
fundene. Die Zellen von 7'. Molischiana sind also sehr klein, und bei 
den tieferen Temperaturen, wo sie hauptsichlich einzeln waren, gingen 


sie sogar teilweise durch das G 4-Filter. 


Durch Zahlen der Anzahl 


Zellen, die durch das Filter passierte, konnte eine entsprechende Korrek- 
tion des Gewichtes gemacht werden. Das Gewicht mu8 aber in diesen 
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Tabelle IV. Das Wachstum von Torulopsis Molischiana bei ver- 
schiedener Temperatur. 


eee 


Zellenanzahl je ccm in Millionen 
ty ° Gewicht 
Temperatur Zihlung ee ae je Kolben 
re) Individuen Kolonien mg 
5 0,30 0,28 0,008 Qn + 
12 89,3 84,5 53,3 || 59,8 5,2 + 0,8 
17 150 130 92,8 | 61,8 7,6 + 0,9 
22 209 184 141 67,2 10,2 + 1,2 
27 163 139 76,5 46,9 snd ses) 
32 111 86,8 65,4 58,8 6,2 + 0,4 
37 103 74,3 17,4 16,9 6,1 + 0,4 
42 72,6 49,8 alates) 15,6 4,8 + 0,3 


Fallen recht unsicher werden, was u. a. in dem ziemlich groBen mittleren 
Fehler zutage kommt. Bei héherer Temperatur, 27 bis 42°, kamen die 


Zellen in Kolonien oder in 
Ketten von 2 bis 3 oder sogar 
von 5 bis 10 vor. Die Kolonie- 
bildung war allerdings nicht 
so ausgepragt wie bei 7’. can- 
dida. 

T. Molischiana  unter- 
scheidet sich von den anderen 
Torulopsidaceen auch  da- 
durch, daB der Anteil lebender 
Zellen groB war. Die Aussaat 
gab nur bei der tiefsten und 
bei den zwei héchsten Tempe- 
raturen Werte, die betracht- 
lich niedriger waren als die- 
jenigen, die in der Zahlkammer 
erhalten wurden. Der Pilz 
zeigte auch die gleichen Op- 
tima sowohl fiir Zellenpro- 
duktion als auch fiir die 
erdBte Anzahl lebender Zellen 
und fiir den gréBten Anteil 
an keimenden Zellen, namlich 
220, 
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Abb. 2. Die Bildung von Trockensubstanz die 
Gesamtzahl der Zellen (lebender und toter) und 
die Anzahl lebender Zellen bei Torulopsis Moli- 
schiana in 2 % Saccharose bei verschiedener 
Temperatur. 


Bei 22° keimten 67% aller Zellen, zwischen 12 und 32° keimten 


in der Regel mehr als 50%. Noch bei 42° waren 15,6% der Zellen 


am Leben. 


Geotrichum candidum. 


Dieser Pilz wachst mit einem echten 


Mycel, das jedoch sehr leicht in Teilstiicke, Arthrosporen, zerfallt. 
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Wachstum hat bei simtlichen Temperaturen stattgefunden, wenn es 
auch bei den Extremtemperaturen sehr sparlich war (vgl. Tabelle V). 
Die optimale Ausbeute an Mycel wurde bei 22° erhalten, und zwischen 
12 und 32° war das Wachstum recht gut. Bei 37 bis 42° war es nicht 
makroskopisch sichtbar. Dies stimmt mit dem Vorkommen dieses 
Pilzes in den Schleifereien gut iiberein. Er ist ein Charakterpilz in 
Fabriken mit offenem oder halboffenem System, wo die Temperatur 
im Sommer zwischen 20 und 3€° wechselt. In Fabriken mit geschlossenem 
System (Temperatur = 35 bis 50°) kommt er viel seltener vor (enner- 
felt, 1937, Tabelle 20). 


Tabelle V. Das Wachstum von Geotrichum candidum bei ver- 
schiedener Temperatur. 


| Anzahl Arthrosporen je ccm in Millionen 
Temperatur | Zaihlung % ve orion 

| - I Aussaat lebend : 

ire! | Individuen Kolonien i mg 
| | 
5 | 0,004 - | 0,001 25,0 2,3 + 0,4 

12 | IPD) 0,50 aee0,6L 34,5 | 14,6 + 1,1 
17 | 90 0,73 | 0,72 | 37,0 | 22,3 + 1,6 
Oo Nr eer 44 0,81 op eak Bis: | 42,2 27,6 + 1,5 
27 | 2,56 0,76 | 0,99 38,7 | 15,8 + 1,2 
32 | 1,57 0,47 0,21 I 13,4 11,9 + 0,8 
37 0,009 0,009 0,0018 | 14,4 0,5 
CBA si = a 0,0004 — | 0,2 


Bei 5° wuchs Geotrichum candidum nur mit langem, sparlich ver- 
zweigtem Mycel, Arthrosporen konnten nicht wahrgenommen werden. 
In den tibrigen Kolben war die Arthrosporenbildung lebhaft bis zu 32°; 
die gr6é8&te Anzahl wurde bei 27° angetroffen. Die Arthrosporen kamen 
teils einzeln vor, teils in Ketten von 3 zu 8 entweder frei in der Lésung 
oder noch am Mycel festsitzend. Das Temperaturoptimum fiir die 
Arthrosporenbildung liegt etwa bei 22 bis 279, und bei diesen Tem- 
peraturen wurde auch die gréfte Anzahl lebender Sporen gefunden. 
Der Anteil lebender Arthrosporen war gréBer bei verhaltnismakig 
tieferer Temperatur mit einem Optimum bei 22°. Jedoch ist diese 
3estimmung gerade bei diesem Pilz wegen der Kettenbildung recht 
unsicher, Im Durchschnitt bestanden die Kolonien aus 3 bis 4 Arthro- 
sporen (vgl. die Spalten ,,Individuen‘t und ,,Kolonien‘‘ in Tabelle V), 
die aber bei der Aussaat wahrscheinlich nur teilweise zerfallen sind. 

Phialophora fastigiata. Dieser Pilz ist einer der gewohnlichsten 
Blauepilze in Holzschliff. Die optimale Mycelbildung wurde bei 22° 
erhalten, und zwischen 12 und 27° war das Wachstum gut. Unter- und 
oberhalb dieser Grenzwerte war es sehr kiimmerlich, bei den zwei 
héchsten Temperaturen durch Wiegen nicht feststellbar (Tabelle VI). 
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Tabelle VI. Das Wachstum von Phialophora fastigiata bei ver- 
schiedener Temperatur. 


Temperatur Anzahl Konidien je ccm in Millionen } 0% _ Gewicht 

og Zahlung | Aussaat lebend | e ahi 
5 l 0,047 0,05 1135 0,3 

12 / 1,85 1,52 82,2 8,4 + 1,0 
17 | 2,2 Upilres 53,0 1953 +. 1,1 
22 | 6,21 5.31 85,4 ier. 8 
2M, | 0,96 0,92 95,8 16557-12057 
32 0,043 0,002 4,7 0,4 
37 | — 0,00005 — + 
42 | — 0,00003 — + 


Das Mycel war teils submers, teils oberflachlich. Der Pilz hatte eine 
recht bedeutende Anzahl Konidien gebildet, die in der Fliissigkeit 
suspendiert waren. Bei 22° gab es gema% Zahlung nicht weniger als 
6,2 Millionen Konidien je ccm, und auch bei den anderen Temperaturen 
zwischen 12 und 27° war die Konidienbildung ziemlich lebhaft. In den 
Kolben bei 5° und tiber 27° gab es nur wenige Konidien. Die Konidien 
waren immer einzeln. 

Die gr6Bte Anzahl lebender Konidien wurde bei 22° gefunden, wo 
5,3 Millionen von 6,2 lebendig waren. Bei 12, 17 und 27° gab es auch 
recht viele lebende Konidien, bei den iibrigen Temperaturen waren die 
auswachsenden Mycelien viel sparlicher. Bei 37 und 42° wuchsen nur 
50 bzw. 30 Mycelien aus, die meisten von den eingeimpften Sporen 
waren folglich zugrunde gegangen. 

Der gréBte Anteil lebender Konidien wurde bei 27° gefunden, wo 
nicht weniger als 95,8% der Konidien lebendig waren. Doch waren 
auch zwischen 12 und 22° mehr als die Halfte der Sporen am Leben. 
Bei 5° und bei 32° waren nur wenige Prozente lebend. 

Obgleich dieser Pilz wohl mehr Konidien auf einem festen Nahr- 
boden, wie Agar oder Holz, bildet, wo die Sauerstoffzufuhr reichlich ist, 
kann er sich offenbar auch in einer Fliissigkeit gut vermehren. Dafiir 
spricht auch das reichliche Vorkommen von Phialophora-Arten in 
Holzstoffabriken (Melin und Nannfeldt, 1934). Auch van Beyma (1937) 
beschreibt eine aus Wasser isolierte Phialophora-Art. 

Phoma lignicola. Dieser Pilz wuchs in den Kolben mit einem 
vorwiegend oberflichlichen Mycel. Bei 27 und 32° wuchs der Pilz 
auch mit schleimigem, submersem Mycel. Die gréfte Mycelmenge, 
114 mg, wurde bei 22° erhalten, wagbare Mengen zwischen 12 und 32° 
(Tabelle VII, Abb. 4, 8. 31). Bei 5, 37 und 42° hatte kein sichtbares 
Wachstum stattgefunden. 

Phoma lignicola bildete in der Fliissigkeit sehr sparlich Konidien. 
Bei der Zaihlung wurden als Héchstwert 38000 Konidien je ccm bei 22° 
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Tabelle VII. Das Wachstum von Phoma lignicola bei ver- 


schiedener Temperatur. 
Ee ' 


Tampemens Anzahl Konidien je ccm % ican 

0c Zahlung Aussaat lebend mg 

5 = 300 — si 
12 17,000 1,200 | 7,0 50,5 + 2,6 
NG 85,000 2,100 \ 6,0 107,5 + 4,3 
22 38,000 2,500 | 6,6 114,0 + 3,6 
27 12,000 600 5,0 | 67,4 + 4,1 
32 “ 200 Sn A. 19-7 ag 
Be — alt — = 
42 = Once oY = aa 


festgestellt, in den anderen Kolben noch weniger. Bei einer so kleinen — 
Zellenanzahl mu die Zahlung recht unsicher werden, die GréBen- 
ordnung diirfte jedoch die richtige sein. Auf festem Substrat bildet 
dieser Pilz haufig auftretende Pykniden mit zahlreichen Sporen. Eine 
mikroskopische Untersuchung des Mycels aus der Fliissigkeit zeigte 
keine normal ausgebildeten Pykniden. 

Die Konidien gingen in der Fliissigkeit rasch zugrunde. Die grote 
Anzahl lebender Konidien wurde bei 22° gefunden, wo 2500 von 38000 
am Leben waren. Nur bei dieser Temperatur und bei 17° gab es in den 
Kolben mehr Konidien je ccm als urspriinglich eingeimpft worden war. 
Bei 37° waren nur 11 Sporen je ccm lebend und bei 42° waren alle tot. 
In Ubereinstimmung hiermit war der Anteil der lebenden Sporen 
durchschnittlich sehr klein. Zwischen 12 und 27° keimten nur 5 bis 
7% aus. 

Pullularia pullulans. Dieser Pilz ist wohl die haufigste Ursache 
der Blaueschiden im Holzschliff (Robak, 1932, Melin und Nannfeldt, 
1934, Renner felt, 1937). Wie von diesen Forschern hervorgehoben, ist 
dieser Pilz sehr mannigfaltig betreffs Mycelwachstum, Konidien- 
bildung usw. In diesen Versuchen wurde ein Stamm gewahlt, der sich 
durch reichliche, an Knospung erinnernde Konidienbildung auszeichnete. 

Pullularia pullulans wuchs gut zwischen 12 und 32° mit einem aus- 
gepriagten Optimum bei 27°. Von den untersuchten Blauepilzen hat 
dieser die gréfite Mycelmenge gebildet, bei 279 154 mg (Tabelle VIII). 
Kr wuchs zum gréBten Teil mit schleimigem, submersem Mycel, dessen 
Abfiltrierung nicht leicht war. Bei 5° und oberhalb 329 wurde keine 
wagbare Menge erhalten. Bei tieferen Temperaturen war das Mycel 
hyalin, bei 22 bis 27° war die Pigmentbildung ziemlich ausgepragt, 
und bei 32° war fast alles Mycel dunkel gefirbt. Mit zunehmender 
Temperatur nimmt also auch die Pigmentbildung zu, eine Erscheinung, 
die fiir Faulnispilze u. a. Fritz (1923) und Bothe (1930) festgestellt haben. 

Der Pilz bildete in der Flissigkeit eine verhiltnismaBig groBe 
Anzahl Konidien zwischen 12 und 32° mit einem Optimum bei 22 bis 27°. 


Tabelle VIII. 
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Das Wachstum von Pullularia pullulans bei ver- 


eee 


Anzahl Konidien je cem in Millionen 
4 o Gewicht 
Temperatur Zahlung ee lahend je Kolben 
oC Individuen Kolonien | mg 
5 — — |  0,0006 - _ 
12 7,6 7,4 | 3,94 51,8 39,2 + 2,6 
17 9,1 8,7 1,20 13,2 102,2 +. 5,4 
22 13,1 12,2 0,41 | 3,1 121,8 + 6,0 
27 IS) 12,2 0,065 | 0,5 154,0 + 5,8 
32 6,5 ai | 0,010 0,2 47,1 + 3,8 
ail — _— | 0,000 052 || — + 
42 es | 0,000 008 | = si 


Fast alle Konidien waren einzeln, wie ein Vergleich zwischen den Spalten 
, Individuen“ und ,,Kolonien“ in Tabelle VIIT zeigt. Bei den Extrem- 
temperaturen konnten die Konidien nicht gezaihlt werden. Bei der 
Aussaat auf Agar ergab sich, daB die meisten lebenden Konidien bei 12° 
zu finden waren, mit zuneh- 


mender Temperatur wurde die ees 
Anzahl lebender Sporen sehr mg 
rasch kleiner. Bei 5° und ober- Diemer 6: 
halb 32° hatte offenbar keine wd Vg 
Sporenbildung — stattgefunden, 

bei den héchsten Temperaturen pene 
gabesam Ende des Versuchs nur Sat OS 
einige wenige lebende Sporen. RS 

In Ubereinstimmung mit den ina 
Ergebnissen der Aussaat wurde 15 3 
auch das Optimum der Prozent- 
zahllebender Sporen bei tieferer EF Viet 
Temperatur, 12°, gefunden. Mit Se 


zunehmender Temperatur sank 
sie schnell, bei 27° z. B., der 5 we 17 27 G2 37 eC 
Optimaltemperatur fir die My. AMm.3, issue retry 
celbildung, war nur 05% der die Anzahl lebender Zellen bei T'richosporium 
Sporen lebend. Sie verlieren Page ee pre) os ba en ave 
also bei hoher Temperatur 

rasch ihre Keimungsfahigkeit. 

Trichosporium heteromorphum. Von allen hier untersuchten 
Pilzen hat diese interessante Art die kleinste Menge Trockensubstanz 
gebildet (Tabelle IX, Abb. 3). Das Optimum lag bei 32 bis 37°, also 
relativ hoch, bei 42° wurde jedoch keine wagbare Menge erhalten. 
Bei 5° erfolgte auch keine wigbare Produktion, zwischen 12 und 32° 


22 
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Tabelle IX. Das Wachstum von Trichosporium heteromorphum bei 
verschiedener Temperatur. 


| 3 
Anzahl Konidien je cem in Millionen | | Gewicht 


Temperatur | % je Kolben 

00 Zahlung Aussaat | societies ei 

| | | | 

5 | 0,035 0,0002 0,6 ok 
12 2,38 0,39 16,4 1,5 + 0,2 
17 30,5 28,2 | 92,5 3,6 + 0,4 
22 25,4 | 20,4 80,2 4,4 + 0,3 
27 23,6 15,0 . 63,5 5,5 + 0,4 
32 20,1 AS . 61,1 8,6 + 0,6 
37 3,20 2,16 67,5 8,0 + 0,7 

42 0,07 0,01 15,7 + 


stieg die Ausbeute ziemlich proportional mit der Temperatur. Wie bei 
Pullularia pullulans hatte auch hier die Temperatur einen deutlichen 
EinfluB auf die Pigmentbildung; bei niedriger Temperatur war die 
Farbe des untergetauchten Mycels schwach griin, zwischen 22 und 32° 
dunkelgriin und bei 37° griin bis dunkelbraun. 

Trichosporium heteromorphum bildete reichlich Konidien, unter den 
Blauepilzen stand er in dieser Hinsicht an erster Stelle. Das Optimum 
der Konidienbildung fiel jedoch nicht mit demjenigen der groBten 
Mycelproduktion zusammen. Die Konidien, die einzeln auftraten, 
waren am zahlreichsten bei 17°, bis 32° nahmen sie nur langsam ab. 
Bei 12°, wie auch bei 379, waren sie schon betrachtlich weniger, und bei 
den Extremtemperaturen ging die Konidienbildung sehr langsam., 

Die gréBte Anzahl lebender Sporen wurde ebenfalls bei 17° an- 
getroffen, zwischen 17 und 32° war aber die Anzahl lebender Sporen 
tberhaupt grof (vgl. Tabelle IX und Abb. 3). Bei 5 und 12° war sie 
dagegen klein, ebenso bei 429. Der gré8te Anteil an lebenden Sporen, 
92.5%, wurde bei 17° gefunden, und er war im Gebiet guter Konidien- 
produktion durchaus hoch, bei den Extremtemperaturen dagegen 
hatten die sparlich gebildeten Sporen auch noch eine kurze Lebensdauer. 

Aspergillus fumigatus. Die Gattung Aspergillus umfaBt Pilze, 
die ihr Optimum zwischen 30 und 46° haben. Die hier untersuchte Art, 
die ich ab und zu in Holzschliff gefunden habe, hat ihre gréBte Mycel- 
bildung bei 379 (vgl. Tabelle X). Bei 5 und 129 war das Wachstum 
auBerst klein, stieg danach kontinuierlich bis 379, war aber noch bei 42° 
betrachtlich. 

Kine Bestimmung der Sporenanzahl in der Fliissigkeit wurde bei 
diesem und den folgenden Pilzen nicht vorgenommen. Bei den zwei 
untersuchten Schimmelpilzen kam zwar spirliche Konidienbildung an 
der Oberfliche vor, nicht aber in der Fliissigkeit. Trotz der fiir Asper- 
gillus-Arten optimalen Temperatur in dem Zirkulationswasser der 
Fabriken kommen solche Pilze in erstaunenswert kleiner Anzahl dort 
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vor. Dies diirfte damit zusammenhangen, daB sich die Holzfaser- 
suspension in stetiger Bewegung befindet. Wie Kluyver und Perquin 
(1933) gezeigt haben, entwickelt sich Aspergillus flavus in stillstehender 
und in sich bewegender Fliissigkeit ganz verschiedenartig. 


Penicillium rugulosum. Aus Tabelle X und Abb.4 geht 
hervor, daB bei diesem Pilz die gréBte Mycelbildung bei 32° erfolgte. 
Bei 5° gab es kein wagbares Mycel, bei 12 und 179 war es gréBtenteils 
submers, bei den iibrigen Temperaturen war eine gute Myceldecke 
ausgebildet worden. Die Konidienbildung war in samtlichen Kolben 
recht gering. 


Tabelle X. Das Wachstum von Schimmel- und Faulnispilzen bei 
verschiedener Temperatur. 


Pilze, mg Trockengewicht 
Temperatur Zi 
Aspergillus Penicillium | Pholiota | Polyporus Polystictus 
oc fumigatus | rugulosum | mutabilis | hirsutus versicolor 
5 ae | a 0,7 40,1 a 10 A 
12 6 aS | - 2,1 0,2 2,9 + 0,5 0,6 5,4 + 0,2 
17 | @340,8 | 283+0,8) 5,1 +40,7 2,8+0,3 | 23,6 + 1,4 
22 1110+ 2,7 | 946+ 2,6 | 9,1 40,5 21,6 + 1,2 69,5 + 2,5 
oT |) 124,4 + 3,4 | 169,0 + 3,5 | 0,8 +0,1 45,8 +2,3 | 73,4 + 3,6 
32 | 128,83 + 2,6  183,6 + 3,8 | + 6833 29252 48,42 1,5 
37 1. 140;0 42.2.4 | 149,41 42.3.1 | _ 40,7 + 2,7 5,9 +L 0,4 
42 | 112544,8 | 53,8 + 3,3 ~ 4,3 + 0,4 
GemaB Thom (1930) liegt das SE At dt tcl 
Temperaturoptimum der meisten bok Penicillium | 
Penicilliwm-Arten unterhalb 30°, i | 
nur wenige haben wie P. rugulosum 760 mead 
ihr Optimum oberhalb 30°. Dak oe 
Penicillium-Arten in dem Zirku- 
lationswasser recht sparlich auf- — 70 eae Rese 
treten, diirfte auBer auf der immer im [ 
beweglichen Flissigkeit auch auf | 
der meistens hohen’ Temperatur 2 - 
des Wassers beruhen. a} ___ \olyporus| 
Féulnispilze. Die Tempera- ie [ : 
turwerte fiir holzzerstérende Pilze 
sind oftmals untersucht worden 20 = 
(Humphrey und Siggers, 1933, Cart- ” 
: : oc 
wright und Findlay, 1934, Baven- Tea La Ch ech cera ee 
. : : Abb. 4. Die Bildung von Trockensub- 
damm, 1939). Die meisten dieser stanz bei Phoma lignicola, Penicillium 
Pilze haben ihr Optimum etwa rugulosum und Polyporus hirsutus in 


agen G 2% Saccharose bei verschiedener. Tem-. 
zwischen 25 und 30°, einige jedoch BUneiy 
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bei niedrigerer Temperatur und wieder andere bei tiber 30°. Aus Holz- 
schliff sind bis jetzt nur wenige Faulnispilze identifiziert worden 
(Robak, 1938), und die Angaben iiber ihre Temperaturverhaltnisse sind 
noch spirlicher. Goidénich und Vivani (1938) fanden bei Kultur auf 
Malzagar, daB das schnellste Wachstum zweier aus Holzschliff isolierter, 
aber nicht identifizierter Faulnispilze bei 25 bzw. 30° stattfand. 

Pholiota mutabilis. Wie aus Tabelle X hervorgeht, ist dieser Pilz 
nur kiimmerlich gewachsen. Sein Optimum liegt bei 22°, dariiber lieB 
das Wachstum sehr rasch nach, bei 27° war fast gar kein Wachstum zu 
beobachten. Dieser Pilz gehért also zu Faulnispilzen mit einem ver- 
haltnismaBig niedrigen Optimum. Dafiir spricht auch die recht gute 
Entwicklung bei 12 und 17°. Nach zehntagigem Aufenthalt in 32° war 
das Mycel noch lebend, nicht aber in 37 und 42°. : 

Polyporus hirsutus. Dieser Pilz zeigte das beste Wachstum bei 
27 bis 32° (vgl. Tabelle X und Abb. 4). GemaB Humphrey und Siggers 
hat er sein Optimum etwa bei 28 bis 36° und kann noch bei 49° wachsen. 
Der hier benutzte Stamm wuchs bei 37° gut, bei 42° dagegen sehr 
sparlich. Das Minimum liegt etwa bei 12 bis 17°. Dieser Pilz hat also — 
sein Optimum bei hohen Temperaturen. Im Vergleich mit Pholiota 
mutabilis war die Mycelbildung wesentlich gréBer. 

Beidiesem Pilz wurden in den Kolben zwischen 12 und 32° Konidien 
in reichlicher Menge gefunden. Nebenfruchtformen, wie Konidien und 
Chlamydosporen, sind besonders bei Polyporaceae gewohnlich (Fritz, 
1923, Bavendamm, 1939). 

Polystictus versicolor hatte die gréBte Mycelbildung bei 22 bis 279, 
was gut mit den Angaben von Cartwright und Findlay, 28 bis 30°, sowie 
von Humphrey und Siggers, 24 bis 32°, iibereinstimmt. Bei 5 bis 120— 
wuchs er nur langsam und ebenso bei 379. Bei 42° hatte kein Wachstum 
stattgefunden, das Mycel war jedoch nicht tot. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Diese Temperaturversuche haben gezeigt, da es zwischen den 
untersuchten Pilzen grofe Verschiedenheiten in Trockensubstanz- 
bildung, Lebensdauer der Zellen usw. gibt. Auf den folgenden Zeilen 
werde ich diese Verhiltnisse etwas naher auseinandersetzen. 


1. Trockensubstanzbildung. 


Die Trockensubstanzbildung war bei den untersuchten Pilzen sehr 
verschieden. Um eine bessere Ubersicht zu bekommen, habe ich die 
erhaltenen Erntegewichte in einer besonderen Tabelle (Tabelle XI) zu- 
sammengestellt, Bei den Torulopsidaceen war die Trockensubstanz- 
bildung gewohnlicherweise gering, etwa 10 bis 20 mg je Kolben beim 
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_ Temperaturoptimum. Nur Rhodotorula glutinis hatte betrachtlich mehr 
gebildet, namlich 75 mg. 

Die mit Mycel wachsenden Pilze hatten wesentlich mehr Trocken- 
substanz gebildet, in der Regel zwischen 50 und 150 mg bei Temperatur- 
optimum. Trichosporium heteromorphum und Pholiota mutabilis bildeten 
eine Ausnahme, indem diese Pilze nur etwa 8 bis 9 mg Trockensubstanz 
bildeten. Die Schimmelpilze zeigten die héchste Mycelproduktion, 
140 bis 180 mg je Kolben, wahrend die Bléiue- und Faulnispilze in der 
Regel eine kleinere Produktion ergaben. Nur Pullularia pullulans 
konnte in dieser Hinsicht mit den Schimmelpilzen wetteifern. 

Es ist nicht leicht, eine exakte Definition des Temperaturoptimums 
zu geben (vgl. Bélerhddek, 1935, 8.163), da mehrere Faktoren mit in 
Betracht gezogen werden miissen. Fiir die Bildung der Trockensubstanz 
habe ich diejenige Temperatur als die optimale bezeichnet, bei der die 
groBte Menge Trockensubstanz erhalten wurde. Bei den untersuchten 
Pilzen zeigte diese Temperatur recht verschiedene Werte. Bei den 
Torulopsidaceen lag sie bei 22°, nur fiir Rhodotorula gracilis bei 27 
bis 32° (Tabelle XI). 


Tabelle XI. Die Produktion von Trockensubstanz bei den ver- 
schiedenen Pilzen. 


Gewicht je Kolben in mg bei 
Pilze : 
59 | 120] 170 220 270 320 379 | 420¢ 
Rhodotorula-glutinis ......:...+.-. + |17,6) 47,1; 75,0; 16,9} 0,4) (++) | (+) 
5 (REIS Ss Gad 2 BO oe 0,2 | 3,2| 7,3) 15,5) 21,4) 21,0) 5,0) + 
Mango PRiSMCANAt ates, a. bane ose 0,9 |17,5| 18,8} 20,0) 18,8) 0,4) (+)| — 
af Molischiana Jo 34. : ENED 2 oO, LOSS Snails (0,2)! 2 6,1 08 
Geotrichum candidum ............ 2,3 |14,6) 22,3) 27,6) 15,8} 11,9) 0,5) 0,2 
Phialophora jastigiata ..........-. 0,3 | 8,4) 19,3} 42,3) 16,5) 0,4) (+) | (+) 
HE OUIRIZGTACOIG eign e een tists sels (+-)|50,5/107,5|114,0) 67,4) 18,7) (+) | — 
Pullularia pullulans ............- (+)/39,2)102,2/121,8/154,0) 47,1) (+) | (+) 
Trichosporium Iteteromorphum .... ||(+)) 1,5} 3,6) 4,4) 5,5) 8,6) 8,0) + 
Aspergillus fumigatus ............ (+)| 0,6} 7,3)111,0)124,4)128,3)140,0)112,5 
Penicillium rugulosum .........55 (+) 2,1] 28,3] 94,6/169,0)183,6/149,1| 53,8 
HZROUIOLG = MULGOUISI sos, Selene sista is. 0,7} 2,9; 5,1) 9,1) 0,8)/(+)) — | — 
Polyporus hirsytus .1.....60..005% hs) 0,6) 2,8) 21,6} 45,8} 58,3) 40,7) 4,3 
IPolystichus Dersicolor.. ..2, 4, + - -\ || 1,0] 5,4] 23,6) 69,5] 73,4) 48,4) 5,9) (+) 


(+) = lebend, aber kein Zuwachs., + = Zuwachs, aber nicht wigbar. 
— = keine lebende Zellen in den Kolben. 


Bei zwei der Blauepilze, Phialophora fastigiata und Phoma lignicola, 
lag das Temperaturoptimum bei 22°, fiir Pullularia pullulans bei 27° 
und fiir Trichosporium heteromorphum sogar bei 32 bis 37°. Die Schimmel- 
pilze hatten ihr Optimum bei 32 bis 37°, wahrend jeder der Faulnispilze 
sein eigenes Optimum hatte, Pholiota mutabilis bei 22°, 'Polystictus 
versicolor bei 279 und Polyporus hirsutus bei 32°. 

Arehiy fiir Mikrobiologie. Bd. 12. 3 
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Es wurden auch einige Beobachtungen tiber das Temperatuill 
minimum bzw. das Temperaturmaximum dieser Pilze gemacht. Was 
das Minimum betrifft, so hatten nur wenige der Pilze bei 5° wihrend 
10 Tage eine wigbare Mycelmenge gebildet, Geotrichum candidum hatte 
die gré&te Produktion mit 2,3 mg je Kolben (vgl. Tabelle XI). Wenn 
auch in den meisten Fallen keine Vermehrung bei dieser Temperatur 
stattgefunden hatte, so konnte jedoch durch Aussaat auf Agar fest- 
gestellt werden, daB in allen Kolben wenigstens ein Teil des i 
materials am Ende des Versuchs noch am Leben war. " ; 

Bei 12° hatten die meisten Pilze eine ganz betrachtliche Mycelmenge 
gebildet, einige der Pilze mit hohem Temperaturoptimum, wie Asper- 
gillus fumigatus und Polyporus hirsutus, jedoch nur eine kaum wage 
bare Mycelmenge. : 

Das Temperaturmaximum zeigte recht groBe Verschiedenheiten 
(Tabelle XI). Bei den Torulopsidaceen lag es fiir Rhodotorula glutinis 
bei 32°, fir Rh. gracilis bei 37 bis 42°, bei der letztgenannten ‘Tem- 
peratur konnte die Vermehrung durch Aussaat festgestellt werden. 
Bei Torulopsis candida lag es bei 32, bei 42° waren alle Zellen in den 
Kolben tot. Torulopsis Molischiana wuchs noch bei 42° gut. Bei den 
Blauepilzen lag das Temperaturmaximum bei 32 bis379, mit Ausnahme von 
Trichosporium heteromorphum, wo es bei 37 bis 42° lag. Beiden Schimmel- 
pilzen war das Maximum nicht mit 42° erreicht, auch nicht bei Polyporus 
hirsutus, waihrend es fiir Polystictus versicolor bei 379 zu finden war, 
und fiir Pholiota mutabilis bei der verhiltnismaBig niedrigen Temperatur 
von 279, ; 

In Tabelle XII sind die Qj9-Werte der Mycelbildung, aus Tabelle XT 
berechnet, fiir einige der Pilze zusammengestellt. Eine durchgehende 
Zunahme des Trockengewichtes etwa zwei- bis dreimal fiir eine Tem- 
peraturerh6hung von 10° konnte nur bei einigen der Pilze festgestellt. 
werden, z. B. Rhodotorula gracilis und Trichosporium heteromorphum. 
Bei denjenigen Pilzen, die ein relativ hohes Temperaturoptimum haben, 
war der Qo-Wert bei tiefer Temperatur sehr gro, z. B. fiir Aspergillus 
fumigatus 185 bei Qyo~-99 und fiir Penicillium rugulosum 45 bei dem- 


ia al s . . 
Tabelle XII. Die Q,)-Werte der Mycelbildung bei einigen der 
untersuchten Pilze. 


Pilze @12-22 | %17~-27 | 2039 | Por 37 — 
Rhodotorula gracilis ..........0..e.0ee0: 4,8 2,9 1,4 
Pullularia pullulans ....0 0. occ eee cee sil 1,5 
T'richosporium heteromorphum ........... 2,9 1,5 2,0 
Aspergillus fumigatus ..... 0.0.60. 0c. en | 185 TF OM, edge 1,1 
Penicillium rugulosum .......0..0.0005. 45,0 6,0 ils) 
Polyporus hirsutue ......00.. cece i baee | 35,6 16,3 2.7 
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gleichen Temperaturintervall. GemaB Bélerhddek ist dies eine recht 
allgemeine Erscheinung. 


2. Knospung und Konidienbildung bei den Pilzen. 


Die Torulopsidaceen, die durch Knospung wachsen, bildeten in 
der Fliissigkeit eine groBe Anzahl Zellen, bei dem Temperaturoptimum 
etwa 50 bis 200 Millionen je ccm. Bei den Grenzwerten war die Zellen- 
anzahl natiirlich viel kleiner. Fiir die physiologisch nahestehenden 
Hefen wurde festgestellt, daB Knospung zwischen 0 und 479, fiir die 
meisten zwischen 0,5 und 40°, stattfinden kann. (T'abulae Biologicae.) 
Richards (1928) fand, daB Saccharomyces cerevisiae sich zwischen 4 und 
449 vermehren kann, daB aber 9 und 30° kritische Temperaturen fiir die 
Knospung sind. Ahnliche Grenzwerte treten bei den Torulopsidaceen 
auf (Saito, 1922, Harrison, 1928). Von den untersuchten Blauepilzen 
hatten drei in gréBerem Ausma8e in Fliissigkeit Konidien gebildet, 
namlich Phialophora fastigiata, Pullularia pullulans und Trichosporium 
heteromorphum. Die Schimmelpilze bildeten Konidien nur auf dem 
‘oberflachlichen Mycel. Mit Ausnahme von Polyporus hirsutus wurden 
bei den Faulnispilzen keine vegetativen Fortpflanzungsorgane gefunden. 

Die Anzahl Zellen oder Sporen in der Fliissigkeit war am gréBten 
bei einer fiir jede Art charakteristischen Temperatur. Bei den Torulop- 
sidaceen war diese Temperatur die gleiche, bei der die gréBte Menge 
Trockensubstanz gebildet wurde, was ganz natiirlich ist, da die Trocken- 
substanz bei diesen Pilzen ausschlieBlich aus olen besteht, die durch 
Knospung gebildet sind. 

Bei den Hyphomycetes waren die Temperaturwerte fiir die grofte 
Trockensubstanzbildung und fiir die Bildung der gr6Bten Menge Koni- 
dien nicht immer identisch. In meinen Versuchen traf dies nur fir 
Phialophora fastigiata, bei 22°, zu. Bei Geotrichum candidum wurde die 
eréBte Mycelbildung bei 22° erhalten, die gréBte Anzahl von Arthro- 
sporen dagegen bei 27°. Bei Pullularia pullulans verhielt es sich um- 
gekehrt: die gréBte Mycelbildung wurde bei 27° erhalten, die grdBte 
Konidienmenge dagegen bei 22°. Noch ausgepriigter war dieser Unter- 
schied bei Trichosporium heteromorphum, wo das Temperaturoptimum 
der Mycelbildung bei 82 bis 37° lag, die gréSte Anzahl Konidien aber 
bei 17° gefunden wurde, also bei einer wesentlich niedrigeren Tem- 
peratur. 

3. Lebensdauer der Zellen und Konidien. 


Eine Frage von groBem Interesse ist die Lebensdauer der ge- 
bildeten Zellen und Konidien. Bei keinem der Pilze traf es ein, daB 
samtliche Zellen in der Flissigkeit am Ende des Versuchs lebend waren. 
Ein gr6Rerer oder kleinerer Teil der gebildeten Zellen war im Laufe des 
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Versuchs zugrunde gegangen. Zufolge Anhaufung schadlicher Stoff- 
wechselprodukte u. dgl. kommt der Zuwachs friiher oder spater zu 
einem Stillstand. Dieser Zeitpunkt andert sich nicht nur mit den ver- 
schiedenen Pilzen, sondern auch mit der Temperatur: bei héherer Tem- 
peratur geht die Anhaufung schneller, und das Wachstum hort frither 
auf als bei tieferer Temperatur. Wahrscheinlich waren andere Ver- 
haltnisse zwischen lebenden und toten Zellen bei den Torulopsidaceen 


erhalten worden, wenn die Versuche nach 4 oder 5 Tagen unterbrochen _ 


waren. Richards (1928) hat gezeigt, daB die Vermehrung von Saccharo- 
myces cerevisiae binnen 2 bis 30 Stunden nach der Aussaat geradlinig 
erfolgt, bei langerer Versuchszeit macht sich der Alkoholgehalt geltend. 
Bei den Torulopsidaceen, die gew6hnlicherweise keinen oder nur sehr 
wenig Alkohol bilden, dauert es ziemlich lange, bis das Wachstum 
aufhért. Bei Rhodotorula glutinis geht das Wachstum erst nach 7 De 
8 Tagen deutlich zuriick (Renner felt, 1939a). 

Ein ungefahres Bild von dem Verhaltnis zwischen lebenden und 
toten Zellen wurde dadurch erhalten, daB gleichzeitig mit der Zahlung 
eine Aussaat auf Agar unternommen wurde. Die Ergebnisse sind recht 
interessant. In einigen Fallen war sowohl die Gesamtzahl der Zellen 
(lebender und toter) in der Fliissigkeit als auch die Anzahl lebender 
Zellen bei der gleichen Temperatur am gréBten. Dies traf bei Torulopsis 
Molischiana und Phialophola fastigiata bei 22°, und bei T'richosporium 
heteromorphum bei 17° zu. 

In der Regel war aber die relative Anzahl lebender Zellen in der 
Flissigkeit am gré8ten bei einer Temperatur, die 5 oder 10° niedriger 
war als diejenige, bei der die gréBte Gesamtzahl der Zellen gefunden 
wurde. So verhielt es sich bei den beiden Rhodotorula-Arten, bei Toru- 
lopsis candida und bei Pullularia pullulans. Sehr deutlich geht dies bei 
Rhodotorula gracilis hervor (Abb. 1, 8.23). Die Zellenproduktion war groB 
mit einem Optimum bei 279. Am Ende des Versuchs wurden dort 
115 Millionen Zellen je cem gefunden. Davon warenaber nur 9,4 Millionen 
am Leben, die anderen waren schon tot. Die gréBte Anzahl lebender 
Zellen trat bei diesem Pilz bei einer viel tieferen Temperatur, 179, auf. 
Dort waren von den 52,5 Millionen Zellen je cem nicht weniger als 
23,8 Millionen lebend, also beinahe die Halfte. Bei 12° war die Anzahl 
lebender Zellen schon geringer, ebenso bei 22° und mit zunehmender 
Temperatur sank sie immer mehr (vgl. die unterste Kurve in Abb. 1). 

Kine nahere Analyse dieser Verhiltnisse wiirde sicher interessante 
Ergebnisse zeitigen, sie erfordert aber eine breitere experimentelle 
Unterlage, als ich hier habe. Soviel kann jedoch gesagt werden, daB die 
Menge Trockensubstanz, die bei einer gewissen Temperatur gebildet 
wird, teils von der Teilungsgeschwindigkeit der Zellen, teils von ihrer 
Lebensdauer bei dieser Temperatur abhingig sein mu. Bei Rhodo- 
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torula gracilis beginnt die Lebensdauer schon bei einer ziemlich niedrigen 
Temperatur abzunechmen, es werden demnach weniger lebende Zellen 
in der Nahrlésung. Dies wird aber dadurch kompensiert, da die 
Teilungsgeschwindigkeit bei héherer Temperatur groBer ist. Bei 17° 
gibt es zwar viele lebende Zellen in der Nahrlésung, die Teilungs- 
geschwindigkeit ist aber klein, was eine verhaltnismakig geringe Zellen- 
produktion ergibt. Bei 27° gibt es viel weniger lebende Zellen in den 
Kolben, sie miissen aber eine groBe Teilungsgeschwindigkeit haben, da 
die absolute Zellenanzahl dort mehr als doppelt so groB ist. 

Von besonderem Interesse ist das Wachstum bei 12° bzw. 37°. Wie 
aus Tabelle I] hervorgeht, sind in beiden Fallen eine praktisch genommen 
gleich groBe Anzahl Zellen gebildet worden, etwa 25 Millionen je ccm. 
Was aber die Anzahl lebender Zellen in den Kolben betrifft, so gab 
es groBe Verschiedenheiten: bei 12° waren am Ende des Versuchs 51,8 % 
der Zellen lebend, bei 379 dagegen nur 6,1°%. Es ist offenbar, daB das 
Wachstum bei diesen beiden Temperaturen nicht in der gleichen Weise 
stattgefunden hat. Bei 12° geht die Zellenteilung langsam, anderseits 
aber sterben die Zellen nicht so schnell. Bei 379 dagegen ist die Sterblich- 
keit viel gréBer, dies wird aber durch eine eroBere Geschwindigkeit der 
Zellenteilung kompensiert. Das Endergebnis ist in beiden Fallen 
das gleicke. 

Auf diesen zwei Faktoren, Geschwindigkeit der Zellenteilung und 
Sterblichkeit, daneben auch auf den Nahrungsverhaltnissen u. dgl., 
beruht das Aussehen des Wachstumsverlaufes. Bei der Temperatur, 

_bei der diese beiden Faktoren am wenigsten antagonistisch wirken, 
wird die gréBte Zellenproduktion erhalten. Fir Rhodotorula gracilis 
traf dies bei 27° ein. 

Ahnlich wie bei Rhodotorula gracilis nahm die Lebensdauer der 
Zellen bei Rhodotorula glutinis, Torulopsis candida und Pullularia 
pullulans mit zunehmender Temperatur schnell ab. Bei anderen wie 
Torulopsis Molischiana (Abb. 2), Trichosporium heteromorphum (Abb. 3) 
und Phialophora fastigiata, war. auch bei hohen Temperaturen ein 
groBer Prozentsatz der Sporen lebendig. Die Sporen oder Zellen der 
untersuchten Pilze miissen demnach ganz verschiedene chemische 
Zusammensetzung oder sonstige Konstitution haben, die es ihnen erlaubt, 
die Versuchstemperaturen in sehr verschiedenem Mafe zu tiberleben, 
was ganz verschiedenen Wachstumsverlauf zur Folge hat. 


4. Vergleich mit den Verhiiltnissen in den Schletfereren. 


Betreffs der Infektionsverhaltnisse in den Schleifereien geben die 
Versuchsergebnisse einige Aufschliisse. Freilich weichen die Versuchs- 
bedingungen in einigen Punkten von den Verhaltnissen in den Holz- 
stoffabriken ab: als Nahrsubstrat hat die Fasersuspension einen ganz 
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anderen Wert als 2% Saccharose, und die immer bew egliche Fliissigkeit 
mu8 auf das Wachstum einen groBen EinfluB ausiiben. Trotzdem gibt 
es groBe Ahnlichkeiten. In dem zirkulierenden System itiberwiegen 
die Torulopsidaceen ganz betrachtlich an Anzahl (Rennerfelt, 1937, 
Tabellen 10 bis 17). Wie wir in diesen Versuchen gesehen haben, ver- 
mehren sich diese Pilze sehr rasch in Fliissigkeit. Der Keimgehalt 
dieser hefeahnlichen Pilze je com war demjenigen der anderen Pilze 
weit iiberlegen. Von den Blauepilzen kommen Phialophora fastigiata 
und Pullularia pullulans am haufigsten vor. Diese zwei Pilze kénnen 
sich neben T'richosporium heteromorphum, wie oben dargelegt, in Fliissig- 
keit durch Konidien gut vermehren. Der letztgenannte Pilz kann 
mitunter in groBen Mengen auftreten (Melin und Nannfeldt, 1934). 
Die Schimmelpilze kommen zwar regelmaBig vor, beinahe immer 
jedoch in kleiner Anzahl, was darauf hindeutet, da ihre Wachstums- 
bedingungen in der pulsierenden Fasersuspension, trotz der giinstigen 
Temperatur, nicht so gut sind. Quantitative Angaben iiber den Gehalt 
des Zirkulationswassers an Diasporen von Faulnispilzen fehlen noch 
in der Literatur. Anscheinend diirfte die Diasporenanzahl jedoch recht 
gering sein, die meisten dieser Pilze sind wohl kaum einer nennens- 
werten Vermehrung im System fahig. ; 

Die Anzahl der Diasporen in der Fasersuspension wechselt von 
Fabrik zu Fabrik, was in hohem Maf8e auf den Herstellungsverhaltnissen 
beruht, insbesondere spielt die Systemtemperatur eine entscheidende 
Rolle. GemaB Hnglund (1935) ist die Anzahl bei 37 bis 39° am gréBten, 
gemaB meinen Erfahrungen bei 30 bis 35°. Folgende Aufstellung, die 
ich einer friiheren Arbeit entnehme (Renner felt, 1937), zeigt den EinfluB 


der Systemtemperatur auf den Keimgehalt. Die Fasersuspension 
enthielt bei: 
39°C: 800 Diasporen je cem 
42°C: 630 
45°C: 320 
48°C: 270 “3 ee 
Gemif Bade (1935) enthielt Holzstoff, hergestellt bei: 
42°C: 102000 Diasporen je g 
48°C: 45000 
54°C: 18600 
60°C: 11400 3 9999 
Mit zunehmender Temperatur sinkt also die Keimzahl ganz be- 
trachtlich. Wird die Temperatur noch mehr erhdht, nahert sich die 
Diasporenanzahl dem Wert Null je ccm. Diese mit zunehmender 
Temperatur allmahlich fortschreitende Sterilisierung der Fasersuspension 
fiihrt zu einer qualitativen Verainderung der Mikroflora. Wie meine 
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Versuche schon gezeigt haben, die nur eine kleine Anzahl aller der in. 
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gefundenen Mikroorganismen umfassen, ist die Warme- 
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resistenz bei verschiedenen Arten sehr verschieden. Auf die kom- 
plizierten Verhaltnisse, die in dem praktischen Betrieb bei Anderung 
der Systemtemperatur entstehen, kann ich hier nicht eingehen. Ich 
erinnere nur an die schweren Faulnisschaden, die in der Regel dann 
auftreten, wenn die Temperatur bis tiber 50° erhéht wird (Bade; 1938, 
Englund, 1939). 

Bei 30 bis 35° ist ein gewohnlicher Wert der Infektion 1000 bis 
2000 Diasporen je com. Mit der Anzahl verglichen, die in diesen Ver- 
suchen bei einigen Pilzen erhalten wurden (bei 32° 65 Millionen Zellen 
je ecm von Torulopsis Molischiana und von Trichosporium  hetero- 
morphum 12,3 Millionen Konidien), ist dieser Wert sehr niedrig. Wie 
ich frither gezeigt habe (Rennerfelt, 1938), ist jedoch der Zuwachs in 
Zuckerlosungen einer ganz anderen GréBenordnung als der in einer 
Fasersuspension. Von Rhodotorula gracilis z. B. wurden nach 48 Stunden 
bei 32° in 5 % Glucose 168000 Zellen je ccm gefunden, in einer 0,5 %igen 
Fasersuspension nur 565 Zellen. Unter giinstigen Verhaltnissen kann 
jedoch auch in einer Fasersuspension die Zellenproduktion eine betracht- 
liche HGhe erreichen; in einer 0,5 igen Suspension, von gefléBter Fichte 
hergestellt, wurden nach 96 Stunden bei 22° 1,03 Millionen Zellen von 
Rhodotorula glutinis gefunden (Renner felt, 1939b). 

Die Erklarung dessen, da die Anzahl Diasporen in der Faser- 
suspension in einer Fabrik so verhaltnismaBig klein ist, auch bei einer 
fiir die Pilze giinstigen Temperatur, diirfte wohl vor allem darin gesucht 
werden, da ein groBer Teil der Pilzdiasporen mit dem fertigen Schliff 
oder mit weggehendem Abwasser immerfort weggefiihrt wird. Wenn 
das System geschlossen wird, so daB soviel wie méglich von der Fliissig- 
keit in stetiger Zirkulation geht, werden freilich Diasporen nur mit 
dem fertigen Schliff weggefiihrt. Dann wird aber die Temperatur im 
System so hoch, da die Pilze sich an der oberen Grenze ihrer Existenz- 
moéglichkeit befinden. Nur mit Schwierigkeit kénnen sie wachsen und 
sich vermehren, und die Lebensdauer der Zellen wird kurz. 


Zusammenfassung. 


1. 14 verschiedene Holzschliffpilze, den Torulopsidaceen, den 
Bldue-, Schimmel- und Féulnispilzen zugeho6rend, wurden auf ihre 
Beeinflussung durch die Temperatur untersucht. Die Pilze wurden in 
Fliissigkeit bei Temperaturen zwischen 5 und. 42° geziichtet. 

2. Das optimale Wachstum (= gréBte Bildung von Trocken- 
substanz) fand bei den TJ'orulopsidaceen etwa bei 22 bis 27°, bei den 
Blauepilzen bei 22 bis 32°, bei den Schimmelpilzen bei 32 bis 37° und 
bei den Fédulnispilzen bei 22 bis 32°C statt. Temperaturminimum 
und Temperaturmaximum des Wachstums zeigten bei den ver- 
schiedenen Pilzen verschiedene Werte. 


40 E. Rennerfelt: Wachstum einiger Pilze aus Holzschliff. 


3. Bei den Torulopsidaceen wurde die gréBte Anzahl Zellen bei 
der gleichen Temperatur gefunden, bei der das héchste Erntegewicht — 
erhalten wurde. Bei den Blduepilzen wurde in der Regel die grote 
Menge Konidien bei einer Temperatur gebildet, die tiefer lag als die 
Optimumtemperatur der Mycelbildung. 7 

4. Bei tiefer Temperatur war in der Regel die Zellenteilungs-~ 
geschwindigkeit gering und die Lebensdauer der Zellen lang. Bei 
hdherer Temperatur teilten sich die Zellen schneller, gleichzeitig wurde 
aber die Sterblichkeit gréBer. In dieser Hinsicht konnten jedoch groBe ; 
Unterschiede bei den einzelnen Pilzen festgestellt werden. . 

5. Zuletzt werden die Versuchsergebnisse mit den Verhaltnissen — 
in den Holzschliffabriken verglichen. Auf die Zusammensetzung und» 
Entwicklung der Mikroflora in der Fasersuspension hat die Temperatur 
in dem System einen groBen EinfluB. . 
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(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Konig Alexander- 
Universitat in, Ljubljana, Jugoslavien). 


Fett aus Mucor muecedo. 
Von 
M. Bline und M. Bojee. 


(Eingegangen am 1. Februar 1941.) 


Mit der vorliegenden Arbeit kniipfen wir an altere Untersuchungen 
iiber die Fettbildung in Mucoreen an. In den Jahren 1917/18 wurde 
von L. von Portheim ein Patent angemeldet, wonach Mucor mucedo 
als Fettquelle auszuwerten ist. Dieser Schimmelpilz wurde von L. von 
Portheim und M. Samec auch auf der Sulfitablauge mit gutem Erfolge 
gezogen. Die im Jahre 1918 unterbrochenen Versuche werden hier 
systematisch fortgesetzt, um die Wachstumsbedingungen, die Fett- 
bildung und die Natur des Fettes aus Mucor mucedo eingehender kennen- 
zulernen 1, 

Wir zogen. den Pilz aus frischem Pferdemist. Diesen lieBen wir 
einige Tage unter einer Glasglocke bei Wassergegenwart liegen. Die auf- 
tretenden Mucor racemosus und Pilobolus cristallinus konnten wir mit 
freiem Auge erkennen, wahrend wir Mucor mucedo in dem Gemisch der 
Pilzrasen nach den Literaturangaben zuerst nur vermuteten. Nach 
mehrmaligem Impfen der mikroskopisch erkennbaren, auf unverzweigten 
Sporangientragern sitzenden Sporangien in andere Nahrmedien gelang 
uns seine Reinkultur. Die Trennung vom Mucor racemosus gelang 
erst nach 6fterer elektiver Uberimpfung der spater auch makroskopisch 
sichtbaren Mucedosporangien auf Reis. Die Eigenschaften des rein 
gezogenen Mucor mucedo stimmen mit den in der Literatur angegebenen 
Merkmalen tberein. 

Die Sporen sind im ausgereiften Zustande regelmaBig oval mit leicht 
abgestumpften Biegungen und fallen durch ihre durchwegs gleichen GréBen- 
dimensionen (6:12 uw) auf. Man hat den Eindruck, da®B die in dem Spo- 
rangium entstandenen Sporen schon in diesem gleich gro8 sind und auch 
spater gleichartig weiterwachsen. Ihr Inneres ist glatt, ebenso glatt ist 
ihr Rand. Die manchmal bis zu einer Héhe von 5 em und mehr gewachsenen 
Sporangientrager sind unverzweigt und tragen an ihrem oberen Ende die 
Fruchtkapsel, die bei jungen Kolonien hell getént, im Reifezustand aber 
dunkel gefarbt erscheint. Die mikroskopische Untersuchung ergab weder 
Gemmenbildungen noch Kugelzellen. Die Kolumella erschien mitunter 
im Lichtfelde deutlich gelb-rosa gefarbt. 


1 Uber Fettbildung bei anderen Mikroben siehe G. Haeseler u. H. Fink, 
Zeitschr. f. Spir.-Ind. 68, 592, 1940. 
Q% 
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Die Sporen quellen vor der Auskeimung an und treiben an einem Ende 
za dem gewohnlichen sternartigem Mycel aus. In den Hyphen bemerkt 
man schon in den ersten Tagen ausnahmslos Fetttropfen (Sudanreaktion) 
und Hohlraume. Im Sporangiumtriger und in der Kolumella konnten 
wir jedoch keine Strukturierung und auch keinen Fettgehalt nachweisen. 
Nach systematischen mikroskopischen Beobachtungen konnten wir fest- 
stellen, daB die Fettmenge in den Hyphen Schwankungen unterworfen ist 
und mit zunehmendem Alter abnimmt. 


In einer Versuchsserie priiften wir den EKinfluB des Substrates. 


auf das Wachstum des bei Zimmertemperatur in 300 ccm Erlenmeyer- 
kdlbchen gezogenen Pilzes. Der Pilz wuchs besonders gut auf Wiirze, 
auf Hennebergscher Schimmelpilzlésung Nr. 21 mit 10 %iger Maltose 
anstatt Saccharose und auf Reis. Schon nach 3 Tagen entwickelten 
sich auf dem letztgenannten Substrat sch6ne Sporangientrager, die die 
zuerst weiBen, doch bald darauf dunkel gefarbten Sporangienképfchen 
trugen. Bei vollkommen ausgebildetem Rasen erscheinen die Trager 
in gelblich-brauner Farbe und besitzen einen seidenartigen Glanz. Auf 
fliissigen Substraten wachst der gréBere Teil der Pilzmasse in das 
Substrat. hinein und bildet schlieBlich eine feste, einheitliche Pilz- 
decke, wie wir es auf Wiirze besonders gut beobachten konnten. Auf 
anderen Nahrbéden [Schimmelpilznahrlésung Nr.2 nach Henneberg 
mit Saccharose oder Dextrose, Lactose bzw. Galaktose, ferner eine 
10 %ige Dextrinlésung (Dextrinum album), ein 10%iger Kartoffel- 
starkekleister, der 3 Stunden bei 120°C gekocht worden war] war das 
Wachstum des Pilzes schlecht. Wohl bilden sich auf dem 10 %igen 
Kleister sparliche Sporangientraiger aus, auch auf den iibrigen zucker- 
haltigen Substraten bemerkt man nach 7 Tagen eine beginnende Ent- 
wicklung, doch machen die gewachsenen Kolonien den Eindruck einer 
zuriickgebliebenen oder degenerierten Wachstumsform. Sehr schéne 
Rasenform erhielten wir auf 2,5 %iger Melasse, doch entwickelten sich 
auf diesem Substrat vorwiegend fettlose Hyphen. 

Wie immer auch die Kolonien ausfielen, sie alle wuchsen aus- 
nahmslos dem Lichte zu und bildeten so bei seitlicher Beleuchtung 
stark gebogene Hyphenfelder. Durch Wechsel der Temperatur haben 
wir uns tiberzeugt, daB der Pilz bei 379°C nicht mehr wachst2; sehr 
gutes Wachstum beobachteten wir bei 25 und 20°C. Bei tieferen Tem- 
peraturen verlangsamt sich das Wachstum wesentlich. 


Zur Beurteilung der Ausbeute an Pilzsubstanz und Fett verglichen 
wir bei einer Reihe von Versuchen die verbrauchte Zuckermenge mit 
der gewonnenen trockenen Pilzmasse und dem daraus gewonnenen 


1 W.Henneberg, Handbuch d. xarungsbakteriologie, I. Bd., 8. 53. 


Berlin, P. Parey, 1926. — * 10°%ige Maltoselésung mit Hennebergschen 
Salzen Nr. 2. 
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Rohfett. Verwendet wurden 50 ccm der Hennebergschen Salze Nr. 2 
mit Variation des Zuckers (Saccharose-Dextrose-Maltose-Galaktose- 
Lactosezusatz), sowie eine 10 %ige Dextrin- und eine 10 %ige Kartoffel- 
stérkekleisterldsung und Wiirze von 10° Balling bei 25°C. Am 
gunstigsten wurde der Zucker auf Wiirze ausgenutzt. 

In einer zweiten Versuchsserie wechselten wir die Maltosekonzen- 
trationen (15, 10, 5%) auf der Hennebergschen Pilzlésung Nr. 2. Wir 
heBen die Ansatze 30 Tage bei 25° C stehen. Die 10- und die 5 %ige Mal- 
toselésung erwiesen sich in bezug auf die ausgenutzte Zuckermenge 
nahezu gleichwertig; bei 15 %iger Maltosekonzentration war die Aus- 
nutzung schlechter. 

Eine weitere Versuchsreihe sollte iiber das Wachstum und die 
Zuckerausnutzung bei verschiedenem pu auf 10 %iger Maltoselésung 
AufschluB geben. Die Abanderung der Wasserstoffionenkonzentration 
erreichten wir, wie in einer fritheren Arbeit beschrieben!, durch ver- 
schiedene relative Mengen an primarem und sekundarem Kaliumphosphat 
in der Hennebergschen Salzlésung Nr.2. Mit fallenden px-Werten 
entwickelte sich der Pilz weniger giinstig; die beste Entwicklung und 
die beste Zuckerausnutzung fanden wir bei pu 7,5. Besonders gut war 
die Hennebergsche Schimmelpilzlésung Nr. 12, also 10 %ige Dextrose 
als Substrat und 1%iges Pepton neben anderen Salzen, woraus ein 
groBes Stickstoffbediirfnis zu folgern ware. 

Zur Aufzucht des Pilzes in gr6Beren Mengen wahlten wir vorlaufig 
nach Hennebergschen Angaben bereitete Wiirze als Substrat. Bei eigen- 
saurer Reaktion der Wiirze erzielten wir bei den GroBversuchen ein 
voll befriedigendes Ergebnis. Nur einige Kulturen bestanden aus in 
das Substrat wachsendem Mycel, das die ganze Oberflaiche einnahm. 
Sehr oft wuchsen die Kolonien nur inselartig aus, oder sie bestanden 
fast nur aus aufrecht stehenden Sporangientragern, die als Fettquelle 
nicht in Betracht kamen. Bei Stillstand der Kulturen entwickelten sich 
oft Bakterien auf den Zellwanden (Bacillus subtilis, Faulnisbakterien). 
Solche Kulturen mu8ten wir verwerfen. 

Wir versuchten die Wachstumsbedingungen zu verbessern, indem 
wir zu der Wiirze von 10° Balling die Hennebergschen Salze Nr. 2 (10 %ig), 
ein anderes Mal 1°%iges Pepton zusetzten, jedoch ohne besonderen 
Erfolg. Bessere Ergebnisse erzielten wir durch Neutralisation mit 
Natriumearbonat. Durch diesen Zusatz wurden alle Schwierigkeiten 
iiberwunden. Die Substratsoberflache war dicht bewachsen, die Mycel- 
decke erreichte eine Dichte bis zu 5mm, und die etwas violett verfarbte 
Oberflache erschien durch die kurz ausgebildeten Sporangientrager 

1 M. Blinc u. H. Krivic, Arch. f. Mikrobiol. 11, 391, 1941. — ? Siehe- 
FuBnote Nr. 1. 
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und den daran haftenden Sporangien wie mit Mohn bestreut. Es ist 
wichtig, daB die Kolonien in das Substrat wachsen, da, wie gesagt, nur 
die Hyphen als Fetttriger in Betracht kommen. 


Als KulturgefaBe dienten uns flache, glaserne ptio tegen iieenie Wannen 
in einer GroBe von 24 x 32cm, die wir wahrend der Zucht mit ent- 
sprechenden Glasscheiben bedeckten. Wir beimpften 300 ccm der Wiirze 
mit den Sporen des auf Reis rein gezogenen Mucor mucedo und lieBen die 
bedeckten GefiaBe bei einer durch ein automatisches Schaltrelais konstant 


gehaltenen Temperatur von 25°C bei Lichtzutritt stehen. Die Wannen > 


standen in einem verschlossenen Digestorium und waren auwerdem mit 
Cellophanpapier bedeckt. 


Nach 5 bis 7 Tagen hoben wir das Pilzfleisch aus den Glaswannen 
heraus, filtrierten es durch ein Filter, wuschen mit kaltem Wasser nach 
und quetschten mit einem Spatel die Pilzmasse aus. Da sich das Trocknen 
samt dem Filterpapier bei 105°C als nicht gut erwies, klatschten wir die 
auf dem Filter angesammelte Masse in ein gewogenes Wageglaischen ab 
und trockneten bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum bei 30°C. Die 
Trockensubstanz wurde dann in einer Reibschale mit oder ohne Sand zu 
feinem Staub verrieben. Der Pilzstaub war dunkelgraubraun gefarbt 
und hatte einen eigenartigen Geruch, der im ersten Augenblick etwas 
aufdringlich war, bei naherer Uberpriifung an Bisquitpulver erinnerte. 


Zur quantitativen Gewinnung des Rohfettes wurde die jeweils geerntete 


Pilzmasse im Soxhletapparat mit Petrolaither erschépfend extrahiert und. 


nach Vertreiben des Petrolithers im Vakuum bei 30°C getrocknet und ge- 
wogen. Das Rohfett hatte eine wachsgelbe Farbe, war fest und mit harteren 
Partikelechen durchsetzt. Der Geruch war angenehm fettartig. 


In jeder Versuchsserie zogen wir den Pilz auf zehn Schalen. 
Bei Abbruch des Versuchs war der Zucker noch nicht vollkommen 


verbraucht. Durch Titration nach Awerbach-Bodldander stellten wir die 
anfangliche und nach Abbrechen der Kultur die noch vorhandene 


Zuckermenge fest. Im allgemeinen wurden bis zu diesem Zeitpunkt 


33 bis 45° des urspriinglichen Zuckers umgesetzt. Aus einer Schale 
ernteten wir durchschnittlich 4,7 bis 5,5 g trockene Pilzmasse mit einem 
Fettgehalt von 65%. Bei diesen Versuchen erhielten wir demnach 
je 100g jodometrisch bestimmten verbrauchten Zuckers etwa 20 ¢ 
trockene Pilzsubstanz oder 1,3 g Rohfett. 


Das Rohfett wurde durch fraktioniertes Lésen in Petrolather in 
zwei Fraktionen zerlegt. Der Hauptanteil geht als erste Fraktion in 
Lésung; er ist bei gew6hnlicher Temperatur halbfest. Die zweite Frak- 


tion ist bei 40°C noch fest. Die charakteristischen Zahlen sind in 
Tabelle I angegeben. 


Die Reaktion auf Glyceride mit Schifferreagens ist positiv. Das 
Fett von Mucor mucedo gehért demnach in die gleiche Gruppe der 


Fette wie die Samenfette. Bedeutsam ist seine hohe Jodzahl, auffallend 
ist auch die hohe Saurezahl. 
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’ Tabelle I. Charakteristik des Fettes von Mucor mucedo. 


Leichtléslicher | Schwerldslicher 

Anteil | Anteil 
SAlreza nike (yee heats... tee 107,7 9657 
Verseifungezahl*o2 2.2.8). «se 190,8 192,6 
Bisterza lil eee as ioe. cco > 83,1 95,9 
POAZANIM et has oc sea Hela 125,6 
Refraktion bei 40°C n ..... 1,4695 
Refraktometerzahl ......... 67,5 
Winverseiibar wenn es ok. ac " 6,1 


Die im Gange befindlichen Versuche haben die Anpassung der 
Mucor mucedo an die in unserem Lande verfiigbare Sulfitablauge und 
eine 6konomischere Ausnutzung des Zuckers zum Ziele. 

Herrn Prof. M.Samec danken wir fiir die Anregung zu dieser Arbeit 


und Herrn Prof. S. Jenéié fiir die Ratschlage hinsichtlich der Charakteri- 
sierung des Fettes. 


Zusammenfassung. 


1. Wir untersuchten das Wachstum von Mucor mucedo auf Dex- 
trose, Saccharose, Galaktose, Lactose, Maltose, Dextrin, Starke, Melasse 
und Wiirze bei Variation von Salzzusitzen, Temperatur und pu. 

2. Das Wachstumsoptimum liegt bei 20 bis 25°C und pu7 

3. Von den Zuckern waren Maltose und Dextrose am giinstigsten, 
als ungiinstig erwiesen sich Saccharose und Lactose. 

4. Kin sehr gutes Substrat waren Wiirze und Melasse. 

5. Wir erzielten bisher einen Ertrag von 6,5 % Rohfett. 

6. Das Fett von Mucor mucedo ist durch eine hohe Jodzahl gekenn- 
zeichnet; es ahnelt Samenfetten. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Deutschen 
Karls-Universitat in Prag.) 


Uber das Wirkstoffbediirfnis heterotropher Algen. 
II. Mitteilung: 

Aneurin als Wachstumsfaktor fiir Polyblepharidineen und weitere 
Chilomonaden. 


Von Karl Ondratschek. 
(Eingegangen am 13. Februar 1941.) 


In der ersten Mitteilung dieser Arbeitenreihe wurde die Bedeutung 
des Aneurins (Vitamin B,) fiir einen Vertreter der Chilomonaden, 
Chilomonas paramaecium, behandelt. Nachdem die Reinziichtung 
weiterer Chilomonas-Arten gegliickt war, wurden diese und einige 
Polytomella-Arten (Polyblepharidineen) auf ihr Wirkstoffbediirfnis hin 
untersucht. 

Beziiglich der Versuchsanstellung, Zubereitung der Nahrlésungen, 


Bestimmung des Trockengewichts u. a. sei auf die 1. Mitteilung (Ondratschek, 
1940, S. 241) verwiesen, wo alles Nétige gesagt wurde. 


Eigene Versuche und ihre Ergebnisse. 


1. Einflup des physiologischen Zustandes des zur Beimpfung einer Versuchs- 
lisung verwendeten Zellgemisches auf das Ergebnis. 


Die Notwendigkeit der Beriicksichtigung des Lebenszustandes 
des zur Einsaat gelangenden Zellgemisches wurde bereits in der ersten 
Mitteilung ausfiihrlich erértert und durch einige Versuche bewiesen. 
Inzwischen wurden weitere 27 farblose Flagellaten auf ihre Total- und 
Partiaérvariabilitét hin untersucht (Ondratschek, 1941), worunter sich 
auch die hier behandelten Stémme befanden. Einzelheiten tiber auf- 
gezeigte Befunde sowie tiber das Zellaussehen im Normalzustand kénnen 
dort eingesehen werden. Ein Vertreter der hier behandelten Organismen 
wurde bereits in der angegebenen Arbeit (Ondratschek, 1940) untersucht. 
Aus verschiedenen Abweichungen im Verhalten einzelner Stamme 
erschien es hier geboten, siimtliche zur Verwendung gelangenden Chilo- 
monas- und Polytomella-Arten daraufhin zu untersuchen, welchen 
Einflu8 der Lebenszustand auf den Ausfall eines Versuchs nehmen kann. 

Zu diesem Zweck wurde unsere Nahrlésung L 25a (Zubereitung: in 
10° iger Erdabkochung werden 0,1°% Pepton Vaillant und 0,2°% Na-Acetat 
gelést, pu = 6,5) in eine gréBere Anzahl 150 cem fassender Erlenmeyer- 
kolben zu je 100 cem abgefiillt und nach Sterilisierung je 30 Kolben mit 


Aufschwemmungen von im Normalzustand befindlichen Zellen beimpft. 
Im Abstand von 2 Tagen wurden je drei Kolben zur Bestimmung des 


ee 
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Trockengewichtes der Erntemenge verwendet. Eine ganz gleiche Versuchs- 
reihe wurde dann mit degeneriertem Zellmaterial beimpft und ebenso alle 
2 Tage die Erntemenge bestimmt. 

Schon die ersten Bestimmungen (Tabelle I) zeigten ein bedeutend 
eroBeres Erntegewicht der mit Zellen im Normalzustand beimpften 
Versuche im Vergleich zu den mit relativ degenerierten Zellgemischen 
beschickten Parallelkulturen. Nach Abschlu8 der durch 20 Tage durch- 
gefiihrten Bestimmungen zeigte sich eine, bei den verschiedenen Arten 
mehr oder minder starke, in jedem Falle aber deutlich bemerkbare 
gréBere Trockensubstanzbildung bei Verwendung eines im Normal- 
zustand befindlichen Impfmaterials. 


Tabelle I. Einflu8 des Lebenszustandes auf die Trockensubstanz- 
bildung. (Nachstehende Angaben sind Mittelwerte aus je drei Bestim- 
mungen in mg/100 cem/2—20 Tagen.) 


epenes Weta ncaa Tagen 

on mescand© ie: ae | 6 site| “10 sb 15 220 

N oui 76) | 15,9", 2059 | 22389) 22,9 | 22,3 

Polytomella caeca ...... | D 0,6 18 40| 9,8} 12,4) 12,2 | 12,6 

Ae N Se On elon ec Onl Meo lsam eileen ei 

Polytomella agilis ...... | ‘an 04/221 481 86) 11,9 | 12.5 |12,2 

(| N | 3,6 | 74 | 15,7 | 21,0| 23,8 | 28,4 | 22,8 

Polytomella globosa. . oan D 071 19 36| 84/116 | 11,4 | 113 

: (Al eNi ARP Os WolesAa SOs On| Bey | Ga.08) Ol yc 

ee ORs SOONG ET) el 0,9 3.5.8.5 1-26,2 | 17,8) 1%44. 17,2 

; 1 { N POWs nel Onialeoll4 0340) ndo,0M) o2,9 

Chilomonas longata..... Weep 1,1. |. 429 | 9,8 | 16,8). 18,3.) 18,6 |.17,2 

6 : lame ANY OPO 9, Galt (53) eOL, 9 1|e8O,0) 1PS25,7. 15150 

Chilomonas paramaccium || t, | 99 | 9'8 | 105 | 126| 134 13.0 | 136 

5 N 4,1 | 8,6 | 16,7 | 29,2] 31,5 | 31,4 | 30,4 

Chilomonas globosa ..... | D 16] 38) 7.21|14,4| 183 | 18,9 | 18,8 
| 

; ; Hise 4,6 | 10,3 | 17,1 | 31,6 | 33,9 | 33,4 | 31,4 

Chilomonas coniformis . . D 1.5 | 6.1 | 10.6 | 16.5| 17.8 | 17,6 | 18,0 


* N = Normalzustand. D = Degenerationszustand. 


In dhnlicher Weise wie in der ersten Mitteilung geschildert, wurde 
auch hier die Steigerung der Vermehrungsintensitat durch wiederholtes 
Ubertragen in frische Nahrlésung quantitativ verfolgt. Von einer 
Wiedergabe der Befunde kann abgesehen werden, da die angestellten 
Versuche im wesentlichen das gleiche Ergebnis hatten, wie jene bei 
Chilomonas paramaecium, da® naimlich durch wiederholtes Ubertragen 
eines anfinglich degenerierten Zellgemisches in frische Nahrlésung das 
Organismengemisch immer homogener wird, die Vermehrungsintensitat 
stetig ansteigt, bis sich schlieBlich jede Zelle im Normalzustand befindet. 
Das aduBert sich in einem allmahlichen Ansteigen der Ernteertrage. 
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2. Einflug der Impfmenge und des Volumens der Néhrlosung auf das 
Versuchsergebnis. 


In ahnlicher Weise wie bei Chilomonas paramaecium zeigte sich auch 
bei den iibrigen hier untersuchten Chilomonas-Arten und ebenso bei 
simtlichen Polyblepharidineen, daB die Impfmenge nur unbedeutenden 
Einflu8 auf die Hohe des endgiiltigen Ernteertrages nimmt. Die Ver- 
suche mit den verschiedenen Organismen verliefen gleichartig. In 
Tabelle II sind einige Ergebnisse zur Erlauterung des Gesagten zu- 
sammengestellt. 


Tabelle II. Einflu8 der Impfmenge auf die Trockensubstanz- 
bildung. (Nachstehende Angaben sind Mittelwerte aus drei Bestimmungen 
in mg/100 cem/12 Tagen.) 


Impfmenge 
Art ; 

0,01 ecm 0,05 ecm 0,1 cem | 0,5 cem 
Polytomella caeca ....:.s.++ | 22,7 232 | 240 | 23,6 
Polytomella agilis ............ 20,0 19,9 i bell 212 
Polytomella globosa .......... 21,8 21% Fol DARD alee case 
Chilomonas oblonga .......... 35,3 35,2 30,0 4] 34,4 
Chilomonas longata ........... 31,0 31,6 32,1 | 32,5 
Chilomonas globosa.. ......... 35,6 35,4 36,5 | 36,4 
Chilomonas coniformis ....... | Sank 33,6 S42 Cael ae OO 


In der bereits eingangs erwahnten ersten Mitteilung wurde aus- 
fiihrlich die Versuchsanordnung zur Priifung der Frage des Einflusses 
von Volumen und Gesamtkonzentration der Nahrsalze einer Versuchs- 
lésung auf die Trockensubstanzproduktion geschildert. In gleicher 
Weise wurden auch mit den hier zu behandelnden Organismen diese 
Versuche durchgefiihrt. In allen Fallen verhielten sich diese Arten 
ebenso wie Chilomonas paramaecium. Die Verwendung von 250 ccm 
Nahrlésung in der gebrauchlichen Konzentration (s. 8. 46) in 300 cem 
fassenden Erlenmeyerkolben mit engem Hals stellt die fiir die Trocken- 
substanzbildung relativ giinstigste Versuchsanordnung dar. 


3, Untersuchung des Einflusses von Aneurin auf die Vermehrung. 


Die ersten Versuche dieser Versuchsreihe mu8ten sich zwangs- 
laufig mit der Feststellung der Notwendigkeit oder Entbehrlichkeit 
des B,-Vitamins fiir unsere heterotrophen Flagellaten befassen. Bei 
positivem Ausfall dieser Versuche war der Einflu8 des Aneurins auf die 
Trockensubstanzbildung naher zu untersuchen. 


Zur Verwendung gelangten die folgenden Nahrlésungen, welche derart 
bereitet wurden, daB zu einer Grundlésung von: 0,01 % MgSO,, 0;01% 


ee es ee ana ail Sines oh coreg 
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K,HPO,, 0,001% CaCl, 0,0001% FeCl, die folgenden Kohlenstoff- und 
Stickstoffquellen zugesetzt wurden: 


Nahrlésung A: 0,2% Na-Acetat und 0,1% Pepton Vaillant; py = 6,5 
ee 


a Bie O lace “ ey 0, 8% Glykokoll? pa = 6,6 
as Ge 0.29% 3 Oslo, Asparagin: py = 655 
8 IDE (Oe Oh a Sek SN EL ANIOs ss pr "6,8 
= 1 Oa % 0 OF CN OF pr 655 

294 Bie 0,2% ” ” (Deis NEL, Cl Ota 6,7 

Bes G: 0,2% NH,-Acetat; pu = 6,6. 


Die Konzentration der einzelnen Stickstoffquellen wurde mit Ausnahme 
des Pepton Vaillant so gewahlt, daB in allen Fallen die gleiche Menge an 
berechnetem N zugesetzt wurde. In der obigen Aufstellung bedeutet also 
z.B. 0,1% KNO,, daB 0,1g KNO,-Stickstoff auf 100 cem Nahrlésung 
zugesetzt wurde. Fir jeden Organismus wurden je sechs Kolben mit 250 cem 
der oben angegebenen Nahrldsungen A—G beschickt, sterilisiert und an- 
sehlieBend mit Zellen im Normalzustand beimpft, wobei drei Kolben einen 

Zusatz von 10-*% Aneurin erhielten, wahrend die drei anderen Kolben 
ohne Wirkstoffzusatz blieben. 

Die nach 14—17 Tagen durchgefiihrten Trockengewichtsbestim- 
-mungen hatten das folgende Ergebnis: 


: Nahrlésung A (Pepton-Vaillant als Stickstoffquelle): Die er- 

lauternden Zahlen sind in Tabelle III zusammengestellt. Das normale, 
nicht weiter vorbehandelte Pepton-Vaillant bietet fiir alle untersuchten 
| Arten geniigend Wirkstoffe; ein Unterschied in der GréBe der Ernte- 
ertrage der aneurinhaltigen und aneurinfreien Kulturversuche besteht 
‘nicht. Wird hingegen ein durch dreimaliges Ausschiitteln einer 10 %igen 
Peptonlésung mit Carbo medicinalis Merck von Wirkstoffen befreites 
Praparat als N- Quelle zugesetzt, so zeigt sich auch in diesem Falle eine 
kraftige Aneurinwirkung. 


‘Tabelle III. Trockensubstanzbildung bei Pepton Vaillant als 
Stickstoffquelle. 


(Mittelwerte aus drei Bestimmungen in mg/250 cem/15 Tagen.) 
a = EEE 


- 


Unbehandeltes Pepton Gewiten Pooks 
sae ie i nh mit ohne | 

ents Aponte Faktor |! aneurin | Aneurin | Faktor 
Polytomella caeca ...... 68,1 66,9 1,02 65,8 1,0 65,8 
Polytomella agilis. ..... 65,4 63,5 1,03 68,5 iil 64,3 
Polytomella globosa .... 68,2 67,8 1,01 67,5 ee, 56,3 
Chilomonas oblonga .... 103,2 97,3 1.060 Wy 101% 2 85,0 
Chilomonas longata .... 99,9 97,8 1,02 105,8 | 1,4 (5,6 
Chilomonas globosa .... 104,9 100,5 1,04 106,6: |. 1,4 76,1 
Chilomonas coniformis .. || 111,9 110,5 1,01 ilies} Py 50,6 


Nahrlésung B und C (Aminosauren als Stickstoffquellen): In 
Tabelle IV werden die zugehérigen Ergebnisse der Trockengewichts- 
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Tabelle IV. 
Trockensubstanzbildung bei Aminosauren als Stickstoffquellen. 


(Mittelwerte aus drei Bestimmungen in mg /250 cem/17 Tagen.) 
a 00€CO Oe 


Glykokoll | | Asparagin 
Organismen : Ties 

feces Geant Faktor | os | Anouiin Faktor 
Polytomella caeca ...... | 058 | 07. | 940 | 65,2 | -06 | 108,7 
Polytomella agilis ...... 68,8 | 0,6 | 114,7 || 63,6 | 90,7 90,8 
Polytomella globosa .... | 70,8 | 0,7 100,3 | 66.9: |. 0,6: sheds 
Chilomonas oblonga .... || 108,4 | 1,1 94,0 | 95,2 | 1,0 95,2 
Chilomonas longata .... 104,5 sea! 95,0 || 96,4 | 90,9 107,1 
Chilomonas globosa .... 107,2 ihe: 82.0) 2809 Sal ae tk 90,8 
Chilomonas coniformis .. || 109,9 1,3 | 84,6 || 103,8 q',1. 94,4 


- CDE le NE a Me ia et oknne lair . a 


bestimmungen auszugsweise wiedergegeben. Die in der I. Mitteilung — 
aufgezeigte Tatsache, daB Glykokoll- und Asparaginpraparate mit der 
Handelsbezeichnung ,,chemisch rein‘* geniigend Wirkstoffe besitzen, — 
um die Vermehrung farbloser Flagellaten zu erméglichen, konnte auch 
hier bestatigt werden. Samtliche Chilomonas- und Polytomella-Arten — 
vermehren sich in einer Lésung, die nur Natriumacetat und Glykokoll 
bzw. Asparagin enthalt, zufriedenstellend. Wird jedoch der Wirkstoff- — 
gehalt durch wiederholtes Umkristallisieren entfernt, dann tritt auch | 
hier die Rolle des Aneurins als Wachstumsfaktor deutlich in Erscheinung. — 
Die Ernteertrage aneurinfreier Kontrollversuche stellen héchstens 1% . 
der mit Aneurinzusatz erzielten dar. 
| 


Nahrlésung D (NH,NOg als Stickstoffquelle): In Tabelle V 
sind die Ergebnisse der Trockengewichtsbestimmungen vereinigt. Be- 
sondere Bedeutung kommt diesen Versuchen bei, die zeigen sollten, in | 
welchem Mae die hier untersuchten Polytomella- und Chilomonas-— 
Stémme imstande sind, ihren Stickstoffbedarf aus anorganischen 
Quellen zu decken und inwieweit sie bei dieser Assimilation anorgani- 
schen Stickstoffs eines Wirkstoffes bediirfen. Es schien zweckmaBig, 
bei den ersten Versuchen in dieser Richtung Ammonstickstoff neben 
Nitratstickstoff zu bieten, zu welehem Zwecke NH,N Oy, als N- Quelle 


Tabelle V. Trockensubstanzbildung bei NH,NO, als Stickstoff- 
quelle. (Mittelwerte aus drei Bestimmungen in mg/250 cem/15 Tagen.) 


Organismen Mit Aneurin Ohne Aneurin Faktor 
Polytometlas*caecdi se.) eee an 55,2 0,5 110,4 
Polytomella agilis .............0.- | 59,4 0,5 118,8 
Polytomella globosa .............. 55,9 0,4 139.7 
Chilomonas oblonga .............. 92,0 0,8 115,0 
Chilomonas longata .............. 97,2 0.8 121.5 
Chilomonas globosa .............. 90,5 0,8 1131 
Chilomonas coniformis ........... 96,5 0,7 137,9 
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zur Verwendung gelangte. In allen Fallen stellte diese Verbindung 
eine voll auswertbare Stickstoffquelle dar. Hier zeigte sich auch am 
deutlichsten die Bedeutung des Aneurins als Wachstumsfaktor fiir 
samtliche hier untersuchten heterotrophen Flagellaten. 


Nahrlésung E und F (KNOs bzw. NH,Cl als Stickstoffquellen) : 
In Tabelle ‘VI sind die zugehérigen Erntegewichte und Vermehrungs- 
faktoren zusammengestellt. Es schien notwendig, in einer besonderen 
Versuchsreihe die Bedeutung der beiden Komponenten des Ammon- 
nitrats beziiglich ihrer Eignung als Stickstoffquellen fiir unsere Flagel- 
latenstamme naher zu untersuchen. Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, 
steht der Ammonstickstoff in keiner Weise dem NH,NO3-N nach. 
Das Verhalten einzelner Stimme einem Nitrat gegeniiber ist nicht ganz 
einheitlich. Wahrend die Chilomonas-Arten imstande sind, Nitrate zu 
verwerten, wenngleich in schwacherem MaBe als Ammonverbindungen, 
konnen die Polytomella-Stamme den Nitratstickstoff nur in geringem 
Ma8e ausnutzen. Auch bei Verwendung von Nitrat als N- Quelle besteht 
die Notwendigkeit eines Wachstumsfaktors. 


Tabelle VI. Trockensubstanzbildung bei Ammon- und Nitrat- 
stickstoff als Stickstoffquellen. (Mittelwerte aus drei Bestimmungen 
in mg/250 cem/15 Tagen.) 


Ammonstickstoff Nitratstickstoff 
Organismen it h it h 

atonal ipeutin Faktor hans ee a Faktor 

Polytomella caeca ...... 50,2 0,5 100,4 6,8 =: — 

Polytomella agilis ...... | #5153 0,4 128,2 10,2 — — 

Polytomella globosa .... |. 50,5 0,6 84,1 7,5 — — 
Chilomonas oblonga .... 86,2 0,8 107,7 43,0 0,5 86,0 
Chilomonas longata .... 88,4 0,8 110,5 39,0 0,5 86,0 
Chilomonas globosa . | 84,6 0,9 94,0 41,0 0,6 69,8 
-Chilomonas coniformis .. |; 90,2 0,9 100,2 || 36,6 0,5 73,0 


Berechnen wir in der iiblichen Weise den Vermehrungsfaktor 
(hee der wirkstoffhaltigen Kultur 


Trockengewicht der wirkstoffreien Kultur 
Vermehrungsfaktor der Chilomonaden in bezug auf K NO; nur um ein 
geringes kleiner ist als bei NH,Cl. Bei den Polytomella-Arten ist der 
‘Vermehrungsfaktor nicht zu berechnen, da aneurinfreie Kontrollen 
iiberhaupt keine Ernte liefern. 


Nahrlésung G (Ammonacetat als Kohlenstoff- und Stickstoff- 
quelle): Tabelle VII zeigt das Ergebnis. Unter Beachtung der in einer 
vorangegangenen Arbeit (Ondratschek, 1940, S. 251) geschilderten 
VorsichtsmaBregeln stellt Ammonacetat eine Verbindung dar, welche 
durchaus den C- und N-Bedarf aller hier untersuchten Flagellaten zu 


} so sehen wir, daB der 
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decken imstande ist. Infolge seiner einfachen Zusammensetzung und 
seiner grofen Wirkstofffreiheit zeigt es besonders deutlich die Rolle 

des Aneurins als Wachstumsfaktor. 


Tabelle VII. Trockensubstanzbildung bei Ammonacetat als 
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. 


(Mittelwerte aus drei Bestimmungen in mg/250 cem/17 Tagen.) 


Organismen Mit Aneurin Ohne Aneurin | Faktor 
Polytomelics COC, stelareiarsile rete iers 61,0 0,6 101,7 
Polytomelia agilis ...........----- | 59,0 0,6 98,3 
Polytomella globosa .............. 61,1 0,7 | 87,3 
Chilomonas oblonga .........+.+-:- 105,4 ie | 95,8 
Chilomonas longata .............. 99,6 0,9 110,7 
Chilomonas globosa %....'-..8..-. OTL 0.9 ~ 107.9 
Chilomonas coniformis .........-. 106,2 1,0 106,2 


4. Untersuchung der Beziehungen zwischen der Konzentration der Nahr- 
salze und der Trockensubstanzproduktion. 


Die im dritten Abschnitt (8.49) angegebene Nahrlésung D wurde 
fiir die einzelnen Versuchsgruppen derart abgeandert, da jeweils ein 
Bestandteil in seiner Konzentration variiert wurde. 


a 


Um in der folgenden Besprechung der Versuchsergebnisse die 
Ubersichtlichkeit durch das etwas umfangreiche Zahlenmaterial nicht 
zu beeintrachtigen, wird abweichend von der in der I. Mitteilung iiblichen 
Art, hier nur jeweils eine Trockengewichtsangabe wiedergegeben, die 
den Mittelwert aus drei Bestimmungen darstellt. 


Tabelle VITI. EinfluB verschiedener Konzentrationen von 
Natriumacetat auf die Trockensubstanzbildung. (Mittelwerte aus | 


drei Bestimmungen in mg/250 cem/15 we ) 


Na-acetat Polytomella Polytomella Polytomella Chilomonas |Chilomonas |Chilomonas | Chilomonas — 

in’ % caeca agilis globosa oblonga longata globosa coniformis 
1,00 58.2) 9 | «69; 1 58,4 94,7 95,0 90,8 93,0 
0,75 57,6 60,0 58,9 94,3 95,2 90,1 92,5 
0,50 58,6 69,6 |° 59,9 94,4 94,8 89,5 92,9 
0,25 60,2 60,8 61,0 96,3 99,8 92,6 96,9 
0,10 6) 53). milan G14 61,6° 106,3 107,9 102,2 107,9 
0,075 61,5 61,0 — 61,2 106,2 108,6 101,2 107,2 
0,050 59,9 69,2 60,1 105,7 108,9 100,4 106,3 
0,025 23,8 26,2 22,6 35,8 31,2 34,6 32,2 
0,010 10,0 Le aa bat 17,4 15,1 14,5 15,8 
0,0075 8,1 2,5 3,9 5,0 4,6 4,9 5,2 
0,0050 0,2 Lil O22, 0,6 0,4 0,4 BR 
0,0025 — Fa ae = a ae me = 
0,0010 = mat #e cod = = a 
Ohne 

Acetat||{ eae ia] < “ = - 
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Na-Acetatkonzentration und Ernteertrag: Tabelle VIII 
gibt einige der gefundenen Werte wieder. Der Na-Acetatgehalt der 
Lésung D wurde von 0,001—0,1% variiert. Die Versuche zeigten, 
daB die erste, quantitativ nur schwer zu erfassende Vermehrung bei 
einer Konzentration von 0,005 % Na-Acetat eintritt. Durch steigende 
Konzentration nimmt auch das jeweilige Trockengewicht der Ernte zu, - 


Tabelle IX. EinfluBG der Stickstoff- und der Aneurinkonzentration 
auf eee cee stanubaldung. (Mittelwerte aus drei Bestimmungen 
in mg/250 cem/16 Tagen.) 


. || Poty- | Paly- | Poly- : 
Be lie tematte: | tometa | tometia|OMlemenite \ahslomenas (Chilomonde | Olilononas 
caeca agilis globosa s 
AMeUrinE— 10 0/48 
10-1 ’ 58,2 55,3 60,1 86,8 92,5 90,5 87,9 
10-2 62,9 60,5 63,8 98,5 105,6 103,1 99,8 
10-8 16,5 12,4 15,6 28,6 31,0 28,5 Dare 
10-4 5,8 3,5 4,8 8,2 10,5 10,0 6,8 
10-5 1,8 0,9 yl 2,8 Beil: AAT 1,8 
‘LO=o 0,6 0,3 0,5 0,9 0,8 0.6 0,4 
Ohne rhe x os oe ce t4 i 
NH,NO, 
e Aneutin == 910-7 9% 
1071 36,5 84,0 Bos 76,8 79,3 79,4 76,8 
10-2 40,6 38,9 41,2 81,2 90,5 85,6 86,4 
ORE 11,5 9,2 ie: 26,2 28,5 25,3 23,8 
10-4 2,2 1,8 2,3 4,6 Dell! 4,7 4,2 
10-5 0,4 0,3 0,6 0,8 il 0,8 0,5 
Ohne rs wt D3 & i. fe: Rig 
NH,NO; 
Aneurin = 10-§% 
10-1 || 16,6 1451 hy 15,9 88,6 | 40,6 41,5 39,6 
10-2 19,8 18,2 20,2 40,2 43,9 42,8 42.6 
10-8 6,5 4,9 6,8 12,8 14,5 12,8 13,9 
10-4 2 0,8 il 43) 1,5 2,6 2,5 Do 
One 0,2 0,1 0,3 0,4 0,3 0,5 0,3 
Ohne | % ut & pi Rss 4 hs 
NH,NO,; 
Aneurin = 10-9 %. 

-1 8,6 7,2 8,8 ‘Aesth 20,2 18,9 21,0 
al 11,5 9,1 10,8 20,2 21,6 20,9 apne} 
10-3 41 2.5 3,8 4,8 5.6 6,2 B,5 
10-4 0,2 0.1 0,4 0,8 0,6 0,9 0,5 
Ohne i my —e —_ ae & uA 

NH,NO,; | 
Aneurin = 10719 %. 
6 
10-1 2,4. 1,8 2, 4,3 3,8 3,5 4, 
10-2 2.5 1,6 213 4,0 1,6 2,1 3,9 
Ohne eee “ be oy =. ea <3 
NH,NO, || { | 
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bis schlieBlich bei 0,1°% Acetat der Héhepunkt erreicht ist. ee 
Konzentrationen erlauben zwar noch Vermehrung, doch werden die 


Ertrage mit zunehmendem Acetatgehalt geringer. ' 

Stickstoffkonzentration und Ernteertrag. Ausfithrliche | 
Untersuchungen wurden zur Klarung der Beziehungen zwischen Stick- : 
stoffkonzentration, Aneuringehalt und Erntehéchstertrag angestellt. 
Sie erschienen deshalb geboten, weil Aneurin als Wachstumsfaktor 
nach zahlreichen Untersuchungen (s. Schopfer, 1939) in besonders — 
enger Beziehung zur Assimilation des Stickstoffs steht. Die Eee | 
finden sich in Tabelle IX. 

Die Einwaage des NH,NO, geschah in einer von der bisherigen Art — 
abweichenden Weise dadurch, da der N-Gehalt des NH,NO, als Ver- t 
gleichsbasis gewahlt wurde. Die folgenden Zahlen bedeuten also nicht J 
Anzahl °, NH,NO,, sondern °, Stickstoff! . 

Tabelle IX zeigt die Giiltigkeit der von Schopjer fiir Pilze auf-— 
gezeigten Gesetzmakigkeiten auch fiir Chilomonaden und Polyblephari-_ 
dineen. Der Ernteertrag erwies sich als eine gesetzmafige Folge der — 
vorhandenen Aneurin- und Stickstoffmenge. 


Versuche wurden angestellt, um durch Veranderung der Konzentration 
der einzelnen Mineralsalze deren giinstigste GréSenordnung  fest- 
zustellen. Diese ganze Versuchsreihe brachte gegentiber den Befunden — 
an Chilomonas paramaecium (s. I. Mitteilung) kein wesentlich neues 
Ergebnis, so daf von einer naheren Darstellung des Verlaufs der dies- 
beziiglichen Versuche abgesehen werden kann. Zusammenfassend sei 
gesagt, daB die im folgenden angegebenen Konzentrationen fiir alle 
untersuchten Organismen giinstigste Wirkung haben. Es sind dies: 
MgSO, 0,01%; K2.HPO, 0,01%; CaCl, 0,001%; FeCl; 0,0001 5 


Giinstigste Konzentration der Mineralsalze. ore 
. 


5. Der EinfluB verschiedener Anewrinkonzentrationen auf die Teilungs-— 
frequenz und auf die Trockensubstanzbildung. | 

Zur Verwendung gelangt in allen Fallen die im ersten Abschnitt in — 
ihrer Zusammensetzung niher angegebene Nahrlésung D. Die ersten zur 
Untersuchung der obigen Frage angestellten Versuche wurden in Réhrchen, 
die mit je 10 cem Nahrlésung beschickt waren, durchgefiihrt. 

Die durch mehrere (bis fiinf) Passagen mit standig frischer Nahr- 
lésung durchgefiihrten Versuche zeigten folgendes: Die Beigabe von 
Aneurin zur Nahrlésung in Konzentrationen zwischen 10-3 % (= 1 mg B, 
auf 100 cem) und 10-°% (= 1 y B, auf 100 ccm) haben, gemessen an 
der Zunahme der Zellenzahl in emm, ungefahr den gleichen vermehrungs- 
fordernden KinfluB. Die drei Polytomella-Arten weisen bei Ziichtung 
mit diesen Aneurinkonzentrationen in 10-ccm-Kulturen 2200 _ bis 
2500 Zellen im cmm auf, die vier untersuchten Chilomonas-Stamme 1800 
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bis 2100. Mit abnehmendem Aneuringehalt sinkt die Zellzah! standig, 
bei 10-8 % finden sich 1500 bis 1800 Polytomella-Zellen bzw. 1000 bis 
1200 Chilomonas-Zellen im cmm, bei 10-19 % nur mehr 400 bis 600 Zellen 
beider Gattungen. Die Aneurinwirkung ist jedoch noch bei einer 
Konzentration von 10-12% nachweisbar, wo sich durchschnittlich 
150 Polytomella-Zellen und 100 Chilomonas-Individuen im cmm finden, 
wahrend die vitaminfreien Kontrollkulturen nur 10 bis 20 Zellen im 
emm aufweisen. 


Die gleichen Versuche wurden weiter mit je 250 ccm Lésung in 
enghalsigen Erlenmeyerkolben durchgefiihrt, wobei als Ma fiir die 
ertragsteigernde Wirkung des Aneurins das Trockengewicht der Ernte, 
bzw. der Vermehrungsfaktor benutzt wurde. In der folgenden Tabelle X 
sind die wichtigsten Ergebnisse dieser Bestimmungen zusammengefaht. 
Auf die Bekanntgabe verschiedener, weniger bedeutungsvoller Trocken- 
gewichtsbestimmungen wird verzichtet. 


Tabelle X. Ernteertrage bei verschiedener Aneurinkonzentration. 


(Mittelwerte aus drei Bestimmungen. 7’ = Trockengewicht 
in mg/250 cem/15 Tagen, # = Vermehrungsfaktor.) 


; Aneurinkonzentration in % 

eer 10-3 | 10--4 | 10-5 | 10-6 | 10-7 | 10-8 | 10-9 |10-10/ ohne 

ee oil {| || 49,2) 61,1) 53,7) 63,9) 42,3) 10,9 | 2,8 | 0,1 | 0,5 
LL QNAL WEY **~"\| ¥ | 98,4 102,0| 107,2) 128,0| 84,6] 21,8 | 5,6 | 2,2 | — 
4 ial T || 54,9! 57,6} 60,6) 66,4) 42,2} 18,6) 3,1 | 1,8 | 0,6 
EE RS | F || 91,5| 59,9} 101,0| 110,8 70,4) 22,7| 5,2 | 3,0 | — 
® ae T || 47,5] 64,2) 61,6] 66,1/ 40,8) 15,3| 3,2 | 1,5 0,6 
olytomella globosa . . | F || 79,2] 90,4| 102,6| 110,2| 68,2/ 25,5 | 5,8 | 2.5 | — 
a {| T|| 95,5) 96,1/ 100,1) 108,1| 99,9] 23,5 | 6,1 | 2,9 | 0,9 
Chilomonas oblonga .- | F |/ 106.1 106,8| 111,2| 114,6/111,0| 26,2| 6,8 | 3,2 | — 
re T || 89,6] 91,6] 94,5] 97,5) 81,5|20,0| 4,0 | 1,8 | 0,9 
Chilomonas longata .. || | 99'5 101'8| 105,0) 108.2, 90,5 222 45 | 20 — 
ob {| T || 93,3} 95,3} 96,9] 101,3] 76,8) 19,2| 3,7 | 1,3 | 1,0 
Chilomonas globosa .. \| 7 || 93.3) 95,3| 96,9| 101,3| 76,8) 19,2| 3,7 | 1,38) — 
: ... {| T || 86,1} 89,5) 94,9} 110,2| 96,2| 24,3] 7,0 | 2,5 | 0,9 
Chilomonas coniformis \| || 96,6 99,4| 105,6) 122,6|107,0) 27,0 | 7,8 | 2,8 | — 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


In Fortsetzung und Erweiterung der mit der ersten Mitteilung 
dieser Arbeitenreihe begonnenen Untersuchungen tiber den Hinflus 
des Aneurins auf die Vermehrung bzw. Trockensubstanzproduktion 
heterotropher Flagellaten wurden vier weitere Chilomonaden sowie 
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drei Polyblepharidineen beziiglich ihres Wirkstoffbediirfnisses unter- 
sucht. 

Einleitende Versuche zeigten die Bedeutung des Zellzustandes | 
fiir das Versuchsergebnis auf. Nur Zellgemische, be: denen sich jede | 
einzelne Zelle im Normalzustand befindet, gestatten eine einwandfreie 
Feststellung des Wirkstoffbediirfnisses. Nur solche, mit Zellen | 
Normalzustand angestellten Versuche liefern reproduzierbare Ergebnisse. . 
Die Impfmenge erwies sich hier in gleicher Weise, wie bereits friiher bei | 
Chilomonas paramaecium gezeigt werden konnte, als ein fiir den end-. 
giiltigen Ernteertrag ziemlich belangloser Faktor. Weiterhin konn 4 
gezeigt werden, da8 Erntehéchstertrage nur unter Bedingungen erzielt | 
werden kénnen, die einen regen Gaswechsel zwischen Kulturfliissigkeit | 
und AuBenmedium erschweren. 

Nach Feststellung dieser, fiir die Durchfiihrung der eigentlichen | 
Untersuchungen als Voraussetzung notwendigen Verhaltnisse, konnte | 
die Analyse des Aneurineinflusses begonnen werden. Bei Verwendung 
einiger wirkstofffreier Stickstotfquellen, wobei von kompliziert zu- 
sammengesetzten Peptonen tiber Aminosauren zu chemisch sehr einfach | 
gebauten anorganischen Verbindungen geschritten wurde, konnte die. 
Bedeutung des B,-Vitamins eindeutig, und zwar fiir alle untersuchten, 
Organismen, aufgezeigt werden, Aneurin stellt nicht einen stimulierenden 
Stoff dar, sondern ist fiir die Vermehrung unbedingt notwendig, mu8 
also als Wachstumsfaktor bezeichnet werden. 

Weitere ausgedehnte Versuche hatten die Untersuchung der 
Beziehung zwischen der Nahrsalzkonzentration und der dal inal 

: 


. 


Trockensubstanzbildung zur Aufgabe. Es wurde gezeigt, daB einma 
die Menge des assimilierbaren Acetats den Ernteertrag bestimmt, 
wobei eine Konzentration von 0,1—0,2 % das Optimum darstellt, da 
aber ebenso die Stickstoffkonzentration maBgebenden Einflu8 auf di 
Trockensubstanzbildung nimmt. In diesem Falle zeigt sich ein 
deutliche GesetzmaBigkeit zwischen einer gegebenen Stickstoffkonzen: 
tration und der hierfiir optimalen Aneurinmenge. Als giinstigste Kon- 
zentration wurde fiir alle untersuchten Arten 10-2 J Ammonnitrat- 
Stickstoff und 10-°% Aneurin gefunden. Beziiglich des Aneurin- 
optimums zeigten sich kleine Verschiedenheiten unter den einzelnen 
Arten. Polytomella caeca zeigt ein scharfes Aneurinoptimum bei 10-8 vA | 
Polytomella agilis und P. globosa liefern zwar auch bei 10-6 % Aneurin 
den gréBten Ernteertrag, doch ist eine Konzentration von 10-5 % fast 
ebenso wirksam. Chilomonas oblonga liefert bei Konzentrationen 
zwischen 10° und 10-7% Aneurin nahezu die gleichen Ertrage, Ch. 
longata nur zwischen 10-5 und 10-8 %» Waihrend Ch. globosa und be- 


sonders Ch. coniformis ein ausgesprochenes Optimum bei 10-6 % Aneurin 
haben. 
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Zusammenfassung. 


[és konnte gezeigt werden, daB Aneurin fiir drei Polyblepharidineen 
{ Polytomella caeca, P. agilis, P. globosa) und vier weitere Chilomonaden 
(Chilomonas oblonga, Ch. longata, Ch. globosa und Ch. coniformis) einen 
Wachstumsfaktor darstellt, der allein die Héhe der Trockensubstanz- 
bildung bestimmt. 

Bei sonst giinstiger Zusammensetzung und Reaktion der Nahr- 
lésung betragt die optimale Wirkstoffdosis 1 y Aneurin je 100 ccm 
Lésung. 
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Uber die Wirkung von Biotin 
auf Marasmius androsaceus (L.) Fr. 
Von 
Gista Lindeberg. 

Mit 2 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 17. Februar 1941.) 


Seit Kégl und seine Mitarbeiter die ,,Bioskomponente‘: Biotin 


isolieren konnten (Kégl, 1935, 1937; Kégl und Ténnis, 1936), sind ver- 


schiedene Arbeiten iiber den EinfluB dieser Substanz auf niedere Pflanzen 
veroffentlicht worden. Hier sollen nur die Untersuchungen erwahnt 
werden, die unter Verwendung von reinem Biotin in Form von Biotin- 
methylester aus Kégls Laboratorium in Utrecht ausgefiihrt wurden. 


Kégl selbst benutzte bei der Isolierungsarbeit als Testobjekt Saccharo- 
myces cerevisiae, Rasse M, der, um eine synthetische Nahrlésung assimilieren 
zu kénnen, Zusatz von Biotin erfordert. Kdégl und Fries stellten 1937 fest, 
daB Nematospora gossypvi auBer Meso-Inosit Biotin braucht, um eine 
synthetische Nahrlésung zu assimilieren, und daB Lophodermium pinastri 
eine solche Nahrlésung nur ausnutzen kann, wenn sie sowohl Aneurin als 
Biotin enthalt. Zu dem gleichen physiologischen Typus, wie der letzt- 
genannte Pilz, gehéren auch Vulsa pint und Hypoxylon pruinatum (Fries, 
1938). Dagegen fordert nach Hawker (1938) Melanospora destruens, um in 
einer synthetischen Naéhrlédsung wachsen zu kénnen, nur Zusatz von Biotin. 

Die oben genannten Pilze sind alle Ascomycetes. Uber die Wirkung des 
Biotins auf verschiedene mykorrhizabildende Basidiomycetes haben Melin 
und Lindeberg (1939) sowie Melin und Nyman (1940) Untersuchungen vor- 
genommen. Die untersuchten Pilze lieBen sich alle in synthetischer Nahr- 
l6sung mit Aneurin ohne Zusatz von Biotin ziichten, wenn auch dieser Stoff 
in gewissen Fillen einen stimulierenden Einflu8 auf das Wachstum hatte. 

Unter den Bakterien wird Staphylococcus aureus bei Ziichtung in 
synthetischer Naihrlésung sehr stark geférdert, wenn diese auBer Aneurin 
und Nikotinsiureamid noch Biotin enthalt (v. Wagtendonk, 1937, Kégl und 
v. Wagtendonk, 1938). Endlich haben Nilsson, Bjdlfve und Burstrém, 1939, 
nachgewiesen, dai gewisse Stimme von Bacterium radicicola fiir ihr Wachs- 
tum Biotin nétig haben. 

Das Problem, ob Biotin nur die Wachstumsgeschwindigkeit beschleunigt 
oder ob es quantitativ in dem Sinne wirkt, daB eine gewisse Menge Biotin 
blo® die Bildung einer gewissen Mycelmenge zulift, hat von den genannten 
Forschern nur Fries (l.c.) behandelt. Bei seinen eingehenden Unter- 
suchungen, die an Nematospora gossypii als Objekt stattfanden, erhielt er 
indes in dieser Beziehung keine eindeutigen Ergebnisse. 


Im Jahre 1939 konnte ich mitteilen (Lindeberg, 1939), daB ein von 
mir untersuchter Hymenomycet, Marasmius androsaceus (L.) Fr., um 
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eime synthetische Nahrlésung assimilieren zu kénnen, Zusatz sowohl 
von Biotin als von Aneurin fordert und da maximale Wachstums- 
geschwindigkeit bei einer Biotinkonzentration zwischen 10 und 50 my 
Biotin je 20 cem Nahrlésung erreicht wird. Um die Wirkung des Biotins 
auf den genannten Pilz naher zu untersuchen, wurden weitere Versuche 
mit suboptimalen Mengen Biotin in Form von Biotin-methylester aus 
dem Laboratorium von Prof. Dr. F. Kégl in Utrecht angestellt. Uber die 
Ergebnisse dieser Versuche wird nachstehend kurz berichtet. 

Die Nahrlésung hatte bei diesen Versuchen folgende *Zusammen- 
setzung: Glykose 20 g; NH,-Tartrat 5g; KH,PO, 10g; MgSO,.7H,O 
0,5 g; FeCl, (1%ige Lésung) 10 Tropfen; ZnS O,-Lésung (Zn-Konz. 1/500) 
0,5cem; Aneurin 50 y; Aqua dest. 1000 ccm. pr nach Autoklavieren 5,5. 

Jeder Kolben enthielt 20 com Nahrlésung. Impfung, Wagung und 
pu-Bestimmung erfolgten nach friiher angegebenen Methoden (Linde- 
berg, 1. c.). Die Punkte der Wachstumskurven wurden als Mittelwerte 
von sechs Parallelkulturen erhalten. 


1. Biotin in den Konzentrationen von 1,0 und 2,0 my je 20 com Nahrlosung. 

In Abb. 1 wird das Ergebnis eines Versuches dargestellt, der folgende 
Reihen umfaBte: I. Kontrolle: kein Biotinzusatz; II. 1,0 my Biotin je 
Kolben; III. 2,0 my Biotin je Kolben. 
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Abb. 1. Das Wachstum von Marasmius androsaceus in synthetischer Nahrlosung 
mit 1,0 und 2,0 my Biotin. 
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Bei der Kontrolle war noch nach 50 Tagen kein Wachstum zu be-— 
merken (Myceltrockengewicht = 0,2 mg). In den Reihen mit Biotin” 
war die Wachstumsgeschwindigkeit anfangs der zugesetzten Biotinmenge ~ 
proportional. Nach langerer Versuchszeit als 40 Tagen ergaben sich | 
indes Werte, welche zeigten, daB® der Pilz sich in den beiden Reihen in — 
prinzipiell verschiedener Weise verhielt. In Reihe III nahm das Wachs- 
tum normal seinenFortgang, bis das Myceltrockengewicht nach 110 Tagen — 
etwa 50 mg erreichte. In Reihe II wiesen indes die Werte der Mycel-— 
trockengewichte eine immer gréBere Streuung um die Mittelwerte auf. 
Um den Unterschied zwischen den beiden Reihen zu beleuchten, werden — 
in Tabelle I als Beispiel die Einzelwerte nach 30 und 110 Tagen mit- | 
geteilt nebst dem Mittelwert und der zugehérigen Schwankung. : 


TabelleI. Der EinfluB von lund 2my Biotinauf das Wachstum von 
Marasmius androsaceus. 


Myceltrockengewichte (mg) nach 30 und 110 Tagen. 


Versuchszeit 30 Tage | Versuchissit 110 Tage 
1my Biotin 2my Biotin hed my Biotin 2my Biotin 
je Kolben je Kolben je Kolben je Kolben 
6,8 | 14,4 34,0 54,8 
6,0 13,0 28,5 54,5 
5,7 (a pe6 23,8 | 49,5 
5,5 11,4 15,4 49,0 
5,5 11,4 9,7 46,8 
5,0 nee WO, Paes 46,5 
5,8 + 0,2 12,240,5] (19,74+4,4)| 50,2-+1,5 


Wahrend sich die einzelnen Werte in jeder Reihe nach 30 Tagen 
und in Reihe IIT auch nach 110 Tagen ziemlich gut um den Mittelwert 
gruppieren, zeigen die entsprechenden Werte in Reihe IT nach 110 Tagen 
eine abnorme Streuung. In dieser Reihe scheint das Mycel in einigen 
Kolben das Wachstum schon nach ungefaihr einmonatiger Versuchszeit 
eingestellt zu haben, wihrend es in anderen Kolben mit wechselnder 
Geschwindigkeit oder méglicherweise nach verschieden langen Pausen 
weitergewachsen ist. Tatsaichlich konnten auch keine wirklichen Mittel- 
werte in dieser Reihe nach langerer Versuchszeit als 40 Tagen berechnet 
werden. Aus diesem Grunde konnte die Kurve in Abb. 1 nicht weiter 
als bis zum 40.'Tage gezogen werden. Die Biotinkonzentration von 
1my je Kolben (1: 20000000000) scheint also eine kritische Kon- 


zentration fiir den untersuchten Stamm von Marasmius androsaceus 
zu sein. 


2. Biotin in den Konzentrationen von 0,2 und 0,5 my 
je 20cem Néahrlésung. 


Um auch den Einflu8 noch kleinerer Biotinmengen zu untersuchen, 
wurde ein zweiter Versuch ausgefiihrt, dessen Ergebnis in Abb. 2 dar- 
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gestellt ist. Dieser Versuch umfaBte folgende Reihen: I. Kontrolle: 
kein Biotinzusatz; IT. 0,2 my Biotin je Kolben; III. 0,5 my Biotin je 
Kolben; IV. 2,0 my Biotin je Kolben. 


Auch bei diesem Versuch blieb alles Wachstum in den Kontroll- 
kolben aus. Das Myceltrockengewicht in ihnen betrug nach 35 Tagen 
0,2 mg und nach 88 Tagen 0,1 mg. 
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Abb. 2. Das Wachstum von Marasmius androsaceus in synthetischer Nahrlésung 
mit 0,2, 0,5 und 2,0 my Biotin. 


In den Reihen II und III wuchs der Pilz auBerst langsam. Nach 
ungefaihr 1 Monat hérte das Wachstum bei einem Myceltrockengewicht 
von 0,9 bzw. 2,1 mg aut. Nach 54 Tagen wurden in je sechs Kolben aus 
einer jeden dieser beiden Reihen 10 ccm steriles Wasser mit 10 my 
Biotin gegeben. Allen iibrigen Kolben wurden gleichzeitig 10 ccm 
steriles Wasser zugesetzt. Der Biotinzusatz hatte zur Folge, da in den 
betreffenden Kolben sofort ein rasches Wachstum begann. Hieraus 
geht hervor, daf das Wachstum in diesen Reihen infolge von Biotin- 
mangel zum Stillstand kam. 

Das Wachstum in Reihe IV stimmte gut mit dem tiberein, welches in 
Reihe III (mit der gleichen Biotinkonzentration) bei dem vorigen Versuch 
erzielt worden war. Noch nach 3 Monaten, als das Myceltrockengewicht 
etwa 40 mg betrug, war keine Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit 
zu bemerken. 

Zusammenfassung. 

1. Marasmius androsaceus (L.) Fr. wurde in synthetischer Nahr- 
lésung mit Zusatz von Aneurin und wechselnden suboptimalen Mengen 
Biotin geztichtet. 
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2. Wachstumskurven wurden in der Weise erhalten, da8 der Mittel- 
wert des Myceltrockengewichts in sechs Kolben in gewissen Zeit-_ 


abschnitten bestimmt wurde. 

3. Die Versuche haben meine friiheren Ergebnisse bestatigt, daB 
der untersuchte Stamm von M. androsaceus eine synthetische Nahr- 
lésung mit Aneurin nicht assimilieren kann, wenn nicht auch Biotin 
zugesetzt wird. 

4. Bei sehr schwachen Biotinkonzentrationen, 0,2—0,5 my je 
20 cem Nahrlésung, war die Wirkung des Biotins quantitativer Natur. 
Das Biotin wurde wahrend des Wachstums verbraucht, und die ge- 
bildete Mycelmenge war der zugesetzten Biotinmenge proportional. 

5. Bei etwas starkeren Biotinkonzentrationen (1—2 my je 20 cem) 


herrschte keine Proportionalitét zwischen der entstandenen Mycee | 


menge und der zugesetzten Biotinmenge. 
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Sammelbericht. 


{Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Schwedens, Uppsala.) 


Uber die Bedeutung der Zellstruktur 
fiir den harmonischen Verlauf des Stoffwechsels 
in der Zelle’. 
Von 
Ragnar Nilsson. 
Mit 15 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 19. Februar 1941.) 


Die Uberschrift dieses Vortrages ist ja ziemlich umfassend. Nun 
ist es durchaus nicht meine Absicht, einen wenn auch nur einigermafen 
erschépfenden Bericht tiber das, was man auf diesem Gebiete weiB, 
oder zu wissen glaubt, zu erstatten. Dies ware wohl auch ziemlich 
schwierig, wenn man das Problem, wie ich es hier tun will, vom biochemi- 
schen Gesichtspunkt aus betrachten wollte. Soweit ich finden kann, be- 
finden wir uns hier noch auf schwankendem Boden und miissen uns im 
allgemeinen damit begniigen, mit reichlich verschwommenen Vor- 
stellungen zu arbeiten. 


Was ich hier vorlegen will, sind einige Beobachtungen, die uns 
vielleicht in einigen Punkten ein faBbareres Bild vermitteln kénnten 
uber die Art und Weise, in der die Zellstruktur auf das Zusammenspiel 
der biochemischen Reaktionen in der Zelle einwirkt. Das Versuchs- 
material, das dieser Schilderung zugrunde liegt, besteht einstweilen 
aus Untersuchungen iiber die Umsetzung des Zuckers in der Hefe-Zelle. 
Um einen Begriff dariiber zu erhalten, inwieweit unseren Beobachtungen 
eine allgemeinere zellphysiologische Giltigkeit zuakommt, sind wir jetzt 
damit beschaftigt, die Untersuchungen auch auf andere Zellen — Muskel- 
zellen und verschiedene Mikroorganismen — auszudehnen. 

Vorliegende Versuche sind teils in dem Mikrobiologischen Institut der 
Landwirtschaftlichen Hochschule und teils an der Abteilung fiir physiolo- 
gische Chemie des Wenner-Gren-Institutes ausgefiihrt worden. In diesem 


Zusammenhang ist es mir ein Bediirfnis, Herrn Phil. Mag. Frithiof Alm fur 
den groBen Einsatz bei diesen Untersuchungen meinen besten Dank aus- 


zusprechen. 


1 Vortrag, gehalten in der Chemischen Gesellschaft zu Uppsala am 
27. September 1940. 


64 R. Nilsson: 


Der Garverlauf in der lebenden Hefezelle ist dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Girkurve so lange geradlinig verlauft, bis gegen Ende 


Me» ety eo . 


der Garung infolge Substratmangels schlieBlich eine Kriimmung eintritt : 


Abb. 1). 

Re es sich darum handelt, eine Auffassung iiber die biochemischen 
Teilreaktionen zu erhalten, die sich wahrend der Garung in der lebenden 
Zelle abspielen, ist es von un- 
gemein groBer praktischer Bedeu- 
tung gewesen, daB es sich als un- 
moglich gezeigt hat, den Charakter 
dieses Garverlaufs durch aufere 
Einfliisse zu andern. Bei der 
Garung mit lebenden Zellen fiihrt 
jeder Eingriff entweder dazu, daB 
der Garverlauf iiberhaupt nicht 
beeinfluBt wird, oder dazu, daB 
die Gargeschwindigkeit tiber die 
ganze Garkurve hin einheitlich 
verandert wird. Eine Veranderung 
der allgemeinen Form der Gar- 
kurve tritt nicht ein, und es findet 
also auch keine Aufteilung der 
Girung in verschiedenen Phasen 
statt. Es werden auch keine 
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Abb. 1. Girung durch lebende Hefe (Biochem. 
Zeitschr. 286, 257, 1936). 


Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 
1 ccm Hefesuspension + 100 mg Glucose. In den 
Proben A, B,C, D und E 0 baw. 0,25, 0,50, 0,75 
und 1,00 cem Phosphatlésung (0,67 mol.; Py = 6,4; 
0,84ccem iiquivalent mit 100 mg Glucose). Reak- 
tionstemperatur 30°, 


Zwischenprodukte des Zuckerab- 
baues oder Umwandlungsprodukte 
davon gespeichert. Aus Abb. 1 
entnehmen wir z. B., daB ein Zu- 


satz von Alkaliphosphat den Gar- 
verlauf nicht grundsitzlich verindert. Bei der Garung mit lebenden 
Zellen verdient aufierdem noch der Umstand erwahnt zu werden, daB 
nach beendeter Garung die entwickelte CO ,-Menge nicht den Betrag er- 
reicht, der theoretisch aus der zugesetzten Zuckermenge nach der 
Gleichung von Gay-Lussac berechnet werden kann. In dem Fall, den 
Abb.1 zeigt, miiBte die entwickelte Kohlensiuremenge 26,7 ccm betragen. 
Kin Teil des Zuckers ist daher auf andere Weise als durch die nor- 
male Alkoholgiirung verbraucht worden. Ein kleiner Teil dieses Zucker- 
defizits wird durch die kleinen Mengen Glycerin und Bernsteinsaure 
gedeckt, die bekanntlich bei der Garung gebildet werden. Zum Teil 
muf} aber das Zuckerdefizit darauf beruhen, daB ein Teil des Zuckers 
auf bisher unbekannte Weise verschwunden ist. Es ist die Vermutung 
ausgesprochen worden, daB dieses Verschwinden mit der Atmung der 
Hefe zusammenhangen kénnte. Bei unseren Versuchen haben wir aber 
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festgestellt, daB, gleichgiiltig ob die Garung unter Stickstoff oder unter 
Luft durchgefiihrt wird, das gleiche Ergebnis erhalten wird. Die Er- 
klaérung mu8 demnach anders sein. Natiirlich mu8 man immer mit der 
Méglichkeit eines Aufbaues von Zellsubstanz rechnen, der sich als 
Zuwachs von Hefe aufBern wiirde. Im Hinblick auf die kurzen Versuchs- 
zeiten erscheint aber diese Deutung nicht tiberzeugend. Ich werde 
spater auf diese Frage zuriickkommen. 


Glucose —= 


0 


0 1 2 "] Si 4 


Abb. 2. Garverlauf im Macerationssaft (Biochem. Zeitschr. 286, 379, 1936). 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 ccm Macerationssaft + 100 mg Glucose + 0,1 ccm 
Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 
In den Proben A, B und C 0 bzw. 0,25 und 0,50 cem Phosphatlésung (0,67 mol., py = 46,4). 
Reaktionstemperatur 30°. 


Auf Grund dieser Unbereitwilligkeit der lebenden Hefezelle, sich 
das Geheimnis ablocken zu lassen, wie sie in Einzelheiten verfahrt, um 
aus Zucker Alkohol und Kohlenséure herzustellen, war es natiirlich 
ein fir die Garungschemie vollstandig unschatzbarer Einsatz, den 
Buchner leistete, als es ihm gelang, das garende Prinzip aus der lebenden 
Zelle abzuscheiden und als eine homogene Lésung darzustellen, die mit 
der gewohnlichen chemischen Untersuchungstechnik studiert werden 
konnte. Wie wir sehen werden, unterscheidet sich aber die Garung, 
die von diesem homogenen System, also von der zellfreien Zymase 
geleistet wird, in sehr wichtigen Punkten héchst bedeutend von der 
Garung, die von der lebenden Zelle bewirkt wird (Abb. 2). 


Abb. 2 stellt den Garverlauf in einem Hefemacerationssaft, also 
in einem vollstandig strukturlosen Zymasesystem dar. Auf der Ordinate 
ist rechts der Zuckerverbrauch eingetragen, der sich nach der Gleichung 


von Gay-Lussac: 

C.H,.0, = 2. COseb 2.C,H, OH 
bei vollstandiger Vergirung aus der entwickelten Kohlenséuremenge 
berechnen lat. Dieses System bei der Behandlung des Bildmaterials 


werde ich im folgenden durchgehend verwenden. 
Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 12. 5 
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Die Versuche wurden mit Garmischungen ausgefiihrt, die von 
Anfang an verschiedene Mengen an freiem Phosphat enthielten, wobei 
deren Menge schrittweise von A bis C gesteigert wurde. Wie wir uns 
erinnern, hatte ein Zusatz von freiem Phosphat keinen Einflu8 auf den 
Garverlauf bei frischer Hefe. In dem strukturlosen Zymasesystem | 
herrschen, wie wir sehen, ganz andere Verhaltnisse. Hier hat ein Zusatz . 
von Phosphat eine vollkommen ausschlaggebende Bedeutung fiir den 
Verlauf der Garung. Anfangs verlauft die Garung in allen Versuchen 
rasch, aber nach einer gewissen Zeit biegt die Garkurve ab, und die 
Gargeschwindigkeit nimmt einen konstanten, bedeutend niedrigeren” 
Wert an. Das Ausma8 dieser raschen Garungsphase ist eine Funktion 
des Gehalts der Garmischung an freiem Phosphat zu Beginn der Garung. | 
Nach Harden sollte diese Funktion wie folgt ausgedriickt werden 
k6nnen : 


2C,H,,0, + 2P0,HR, = 2CO, + 2C,H,OH + 2H,O + C,H,,0,(P0,Rs),- 


Wenn die Garmischung von Anfang an eine dem Zucker aquivalente 
(aquimolekulare) Menge Phosphat oder einen UberschuB davon enthilt, 
diirfte die Hardensche Gleichung tatsachlich gelten. Die Halfte des 
Zuckers vergirt in diesem Falle rasch zu Alkohol und Kohlensaure, 
wahrend die andere Halfte als schwervergirbare Hexosediphosphor- 
siure festgelegt wird. (Kurve (C). Analytisch 1aBt sich nachweisen, 
daB der gespeicherte Ester unter diesen Versuchsbedingungen tat- 
sichlich aus Hexosediphosphorsiure besteht. Es geht ohne weiteres 
hervor, daB nach Hardens Gleichung héchstens die Halfte des zugesetzten 
Zuckers rasch zu Alkohol und Kohlensaéure vergoren werden kann. Die 
experimentelle Bestitigung von Hardens Gleichung ist in dieser Be- 
ziehung vollkommen. Wie auch die Zusammensetzung der Girmischung 
verandert wird, wird in einem Macerationssaft nie mehr als héchstens 
die Halfte des zugesetzten Zuckers rasch zu Alkohol und Kohlensaure 
vergoren. 


Bei UnterschuB von Phosphat in der Girmischung treten uns aber 
bedeutend kompliziertere Verhaltnisse entgegen. Sonderbarerweise 
scheinen die eigentiimlichen Verhiiltnisse in solchen Systemen der 
Aufmerksamkeit der Girungschemiker bisher vollstandig entgangen 
zu sein. Wahrscheinlich beruht dies darauf, daB der Knick, der in der 

Garkurve am Ende der raschen Garungsphase auftritt, auch in diesem 
Falle die Hardensche Gleichung befriedigt, wenn seine Lage aus der 
Menge freien Phosphats in der Garmischung zu Beginn der Garung 
berechnet wird. Diese Ubereinstimmung ist aber, wie wir aus unseren 
Versuchen gesehen haben, nur formeller Art. Zwar ist alles Phosphat 
beim Knick verestert, doch besteht der Ester, der dann vorliegt, nicht 
aus der gewéhnlichen Hexosediphosphorsaure. Eine genauere Analyse 
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der Phosphorsaurebilanz entlang der Garkurve zeigt eine Reihe Kigen- 
tumlichkeiten. So ist das Phosphat bedeutend frither, als der Knick 
auftritt, vollstandig verestert. Der Ester, der anfangs und bis zum 
Knick vorhanden ist, ist ziemlich schwer hydrolysierbar und kann 
demnach nicht aus der gewéhnlichen Hexosediphosphorsiure bestehen. 
Nach dem Knick dauert die Garung, wenn zwar mit bedeutend herab- 
gesetzter, so doch immerhin mit einer nicht allzu unbedeutenden Ge- 
schwindigkeit fort. 


Eine sehr bemerkenswerte Tatsache ist nun, daB die Garung voll- 
standig aufhért, wenn eine Kohlensiuremenge entwickelt ist, die der 
vollstandigen Vergirung von genau der Halfte der zugesetzten Zucker- 
menge entspricht. Dies wiederholt sich immer, und zwar vollkommen 
unabhangig von dem quantitativen Verhaltnis zwischen Zucker und 
Phosphat in der Garmischung und somit auch vollsténdig unabhingig 
von der Lage des ersten Knickes auf der Girkurve. Die Garungsphase, 
die also von den beiden Knicken der Garkurve begrenzt wird, ist 
unter anderem dadurch gekennzeichnet, daB die Garmischung keine 
anorganische Phosphorséure enthalt. Die gesamte Phosphorsaure ist 
wahrend dieser ganzen Periode organisch gebunden. Analytisch laBt 
sich indessen nachweisen, daB im Verlauf dieser langsamen Garung 
eine sukzessive Umwandlung der gebildeten Phosphorsdureester vor 
sich geht. Wir sind noch mit diesen Versuchen beschaftigt, aber 
allem Anschein nach scheint das Ergebnis zu werden, da beim 
zweiten Knick der Garkurve eine vollstiéndige Umwandlung des bei 
dem ersten Knickpunkt vorliegenden unbekannten Esters bzw. der 
‘unbekannten Ester in die gewdhnliche Hexosediphosphorsaure ab- 
geschlossen ist. 


Dies alles scheint wohl ein recht sonderbares Ergebnis zu sein, — 
wenn wir uns jetzt die Aufgabe stellen, quantitativ dariiber Rechnung 
abzulegen, was wahrend der Garung aus dem Zucker geworden ist. 
Betrachten wir Kurve A, so sind beim zweiten Knick 50 % des Zuckers 
zu Alkohol und Kohlensaure vergoren worden, wahrend ungefahr 25% 
als schwervergairbare Hexosediphosphorsaéure vorliegen. Die iibrigen 
25%, fiir die aber eine Deckung fehlt, sind auf bisher unbekannte 
Weise verschwunden. Aus Zuckeranalysen, die in der Garmischung 
nach Entfernung der Ester ausgefiihrt werden kénnen, geht hervor, 
daB wahrend der ersten Garungsphase der Zucker sehr rasch ver- 
schwindet. Hiermit scheint das Verschwinden des anorganischen 
Phosphats vollsténdig parallel zu gehen. Zwischen den beiden Knicken 
der Garkurve nimmt der Zuckergehalt schrittweise langsam ab, wahrend 
schlieBlich beim zweiten Knick praktisch kein Zucker mehr vor- 


handen ist. 


68 R. Nilsson: 


Bei unseren Versuchen, diese eigentiimlichen Verhaltnisse zu 
deuten, sind wir von der Auffassung ausgegangen, dafi das Hexose- 


— 


molekiil aus zwei in bezug auf ihre Vergarbarkeit verschiedenartigen — 
Halften besteht. Es gibt vieles, was diese Auffassung unterstiitzt, doch — 
wiirde es eine allzu groBe Abweichung von meinem Thema bedeuten, | 


jetzt naher darauf einzugehen. Ich will mich daher jetzt damit be- 


gniigen, darauf hinzuweisen, da8 diese Annahme uns die Méglichkeit 


gibt, die Tatsache, da8 von dem strukturlosen Zymasesystem nur die 
Halfte des zugesetzten Zuckers rasch vergoren werden kann, ver- 
niinftig zu erklaren. 


Ich werde jetzt kurz die Hypothese, oder sagen wir vielleicht lieber — 


die Fiktion, vorlegen, die wir uns hinsichtlich gewisser Teilstadien der 
Garung gemacht haben. Wir stellen uns also vor, daB das erste Stadium 
der Garung in einer Phosphorylierung des Hexosemolekiils zu einer 


Hexosemonophosphorsiaure besteht. Durch eine intramolekulare Oxydo- _ 


reduktion, die durch die Cozymase vermittelt wird, wird diese inter- 
mediire Hexosemonophosphorsiure zwischen dem 3. und 4. Kohlen- 
atom aufgespalten, wobei wir auf diese Weise zwei Triosemolekiile 
erhalten, wovon das eine phosphoryliert und das zweite nicht phospho- 
ryliert ist. 


HCOH 
noe C,;H,0; 
HOCH 
| a 
HCOH CHO 
| 
HCOH HOO 
| | 
CH,:-O-PO, Hy, CH,-0O-PO;H, 


Auf diese Weise erhalten wir zwei verschiedenartige Halften des 
Hexosemolekiils, die in bezug auf ihre Vergirbarkeit groBe Unterschiede 
zeigen kénnen. Wir nehmen nun ferner an, daB die eine von diesen 
Hexosehalften — die nicht phosphorylierte — von allen, sowohl zell- 
gebundenen als auch zellfreien, Zymasesystemen rasch vergoren werden 
kann. Fiir die phosphorylierte Triose dagegen — die nach unserer 
Diskussion durch eine Glycerinaldehydphosphorsaure dargestellt wird — 
gelten nicht die gleichen Voraussetzungen. In der lebenden Hefezelle 
mufi sie rasch vergoren werden kénnen, nicht dagegen von einem 
Macerationssaft. Bei Phosphatiiberschu8 in der Garmischung stabilisiert 
sich ja in einem strukturlosen Zymasesystem die Hilfte des Zuckers als 
Hexosediphosphorsiure. Nach unserer Hypothese kénnen wir dies 
erkléren, wenn wir ferner annehmen, da in einem solchen System die 
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Glycerinaldehydphosphorséure sich zu Hexosediphosphorsiure kon- 
densiert. 


ree CH,-0-PO;H, 
HOCH HOG 
| | 
CHO HOCH 
— 
eon aed | 0 
a HCOH | 
| 
HCOH HOC | 
| 
CH 0°P0;H, CH,-0-P0,H, 


Was diesen Punkt betrifft, wird die Hypothese vollstindig von den 
experimentell festgestellten Tatsachen bestiatigt. Diese Kondensation 
findet tatsachlich statt. Was geschieht nun aber, wenn dieGarmischung 
Phosphat im Unterschu8 enthalt ? Um dem iiberschiissigen Zucker eine 
_ Méglichkeit zur Vergarung zu geben, mu hier nach unserer Auffassung 
eine Phosphatumesterung von der Glycerinaldehydphosphorsaure auf 
das noch nicht angegriffene Hexosemolekiil stattfinden. Dieses wird 
dadurch in Hexosemonophosphorsaure iiberfiihrt, welche letztere in 
der vorher angegebenen Weise wiederum zerfallt und partiell vergoren 
wird. Die durch die Umesterungsreaktion dephosphorylierte Triose- 
phosphorsaure ist aber nach unserer Hypothese eine Substanz, die von 
dem strukturlosen Zymasesystem nicht rasch vergoren werden kann. 
Sie ist die gesuchte unbekannte Substanz, die sich in dem friiher er- 
wahnten Zuckerdefizit zu erkennen gibt. 


Die Hypothese hat den Vorteil, da sie dem Garverlauf quanti- 
tativ Rechnung tragt. In einem strukturlosen Zymasesystem, wo die 
Garmischung von Anfang an z. B. doppelt soviele Hexosemolekiile wie 
Phosphorsauremolekiile enthalt, spielen sich folgende Teilreaktionen ab: 
20,H,.0; + 2H,PO, = 2C,H,,0;-O- PO,H, + 2H,O 
2 0,H,,0;-0-P0,H, = 2C,H,O, + 2C;H,0,: 0. PO,H, 
2.C,H,,0, -+ 2C,H,0,-O-PO,H, = 2 0,H,,0,-0-PO,H, +| 20,H,0, 
oe FAG 20% O, Hien? C.,0, 8 2.C, He O40. PO,Hy ns ne 
2C,H;0,-O- PO,;H, = C,H )0.(0 PO; Hy), 


4 0,H,,0, + 2H,PO, = 4C;H,O; + C,Hi)0, (OPO; He), 
vergarbar 


a | 2 C;H,O; | +2H,O = 4CO, + 4C,H;OH + CoH, 0, (OPO; Hg), 
nicht vergarbar 
+| 20,H,0, | +2H,0 


nicht vergarbar 
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In einer solchen Garmischung ist also bei dem zweiten Knick der 
Garkurve die Halfte des Zuckers zu Alkohol und Kohlensaure vergoren 
worden, wihrend ein Viertel als schwervergirbare Hexosediphosphor- 
sdure vorhanden ist. Dies stimmt also auch mit den experimentell 
gefundenen Verhiltnissen iiberein. Das Zuckerdefizit, das somit bei 


dem zweiten Knickpunkt nicht weniger als ein Viertel der zugesetzten 


Zuckermenge betragt, besteht aus einer unveresterten, nicht vergarbaren 
Substanz. Nach den hier entwickelten Vorstellungsweisen sollte sie aus 
einer Triose bestehen. Nichts verhindert gleichwohl, daB die primar 
gebildete Triose sekundiren Umwandlungen ausgesetzt sein kénnte. 
Unsere Untersuchungen sind in diesem Punkt noch nicht so weit gediehen, 
da wir den chemischen Charakter der in Frage kommenden Substanz 
angeben kénnten. Es will uns aber so scheinen, als ob in der Gar- 
mischung eine Kondensation der primar auftretenden Substanz statt- 
findet. Bei dem zweiten Knick der Garkurve sammelt sich namlich 
in der Garmischung eine phosphorfreie, nicht reduzierende Substanz. 
an, die bei Erhitzung in n H,S QO, ein stark reduzierendes Produkt gibt. 
Nach Versuchen zu beurteilen, die in letzter Zeit zusammen mit 
M. Elander ausgefiihrt wurden, findet unter diesen Versuchsbedingungen 
auBerdem eine Kondensation vom Typus der Acyloinkondensation statt. 

In diesem Zusammenhang kehren wir einen Augenblick zu den 
Verhaltnissen bei der Gairung mit lebender Hefe zuriick. Auch bei der 
Garung mit lebender Hefe verschwindet ja, wie friiher schon angedeutet 
wurde, ein — in diesem Falle zwar verhaltnismaBig unbedeutender — 


Teil des Zuckers in bisher unbekannter Weise. Es fragt sich, ob diese — 


Substanz, die wir jetzt bei der zellfreien Garung suchen, vielleicht eine 
Erklirung auch fiir das Zuckerdefizit bei der normalen Garung mit. 
lebender Hefe geben kann. Wir sind zur Zeit mit der Bearbeitung auch 
dieser Frage beschaftigt. 

Wie wir also gesehen haben, ist der Verlauf der Garung in einem 
strukturlosen Zymasesystem vollkommen anders als in der lebenden 
Hefezelle. Wie friither angedeutet wurde, entzieht sich aber der inter- 
mediire Reaktionsverlauf bei der Garung in der lebenden Zelle jeder 
direkten Beobachtung. Unter solehen Umstinden ist es natiirlich fiir 
die Entwicklung der Giirungschemie von der gré8ten Bedeutung gewesen, 
daB man sich eine so genaue Kenntnis wie méglich iiber simtliche 
Reaktionen, die sich in dem strukturlosen Zymasesystem abspielen, 
verschafft hat. Was aber nach meiner Auffassung in bedenklicher 
Weise die weitere Entwicklung verriegelt hat, ist der Umstand, daB, wie 
es scheint, die Forschung sich allmahlich auf das, was in diesem struktur- 
losen Zymasesystem geschieht, blind gestarrt hat und den Garverlauf, 
der hier zum Vorschein kommt, mit dem normalen Vorgang in der 
lebenden Hefezelle automatisch identifiziert hat. Teilweise diirfte dies 
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durch den Umstand zu erkliren sein, daB die meisten Forscher auf 
diesem Gebiete den Giarverlauf mittels der hochempfindlichen und 
ubrigens selbstverstindlich ausgezeichneten mikromanometrischen 
Methode von Warburg verfolgt haben. Dies hat nimlich mit sich 
gebracht, dafi die Substratmenge so klein gewahlt werden muBte, da 
das Zymasesystem, das also in gewaltigem UberschuB in bezug auf alle 
teilnehmenden Faktoren vorhanden war, in keiner. Beziehung sozusagen 
an die Grenze seiner Leistungsfahigkeit gestellt wurde, und daB einfach 
aus diesem Grunde auch eine Aufteilung des Garverlaufs in verschiedene 
Garungsphasen unterblieb. In der Literatur finden sich Beispiele von 
Garungen, die in Macerationssaft mit dieser Methode ausgefiihrt wurden, 
bei denen zugesetzte gewdhnliche Glucose genau wie durch lebende 
Hefe quantitativ nach einer geradlinigen Garkurve vergoren wurde. 

Meiner Ansicht nach ist es fiir die fortgesetzte Forschung ferner 
von wesentlicher Bedeutung, da8 man sich dariiber klar wird, da8 man 
beziiglich dieser Reaktionen, die man in strukturlosen Zymasesystemen 
untersucht hat und noch immer untersucht, vielfach nur weiB, da 
sie von den Enzymen der Hefe zustande gebracht werden kinnen. Da- 
gegen weifs man nicht, ob sie sich in der Reaktionskette der nor- 
malen Garung in der lebenden Hefezelle tatsdchlich abspielen. Man kann 
leicht Beispiele fiir Reaktionen finden, die sehr energisch von dem 
Zymasesystem oder Teilfaktoren davon ausgefiihrt werden kénnen, die 
aber nichtsdestoweniger unméglich an dem Mechanismus der normalen 
Garung beteiligt sein k6nnen. Um ein nahe zur Hand liegendes Beispiel 
za nennen — die Reduktion von Methylenblau. 

Immerhin mu8 doch wohl angenommen werden, dafi wenigstens 
einige von den GesetzmaBigkeiten, die man in bezug auf den inter- 
mediadren Verlauf der Garung in toten Zymasesystemen hat feststellen 
k6nnen, eine grundlegende Bedeutung auch fiir den Verlauf der normalen 
Garung in der lebenden Hefezelle haben. Die groBen Abweichungen, 
die z. B. der Garverlauf in einem Macerationssaft, verglichen mit dem 
Garverlauf in der lebenden Hefezelle aufweist, diirften wohl dadurch 
entstanden sein, daB gewisse Teilreaktionen aus der normalen Reaktions- 
kette entgleisen. Was wir jetzt suchen, ist die Kenntnis, wie die ver- 
schiedenen Teilreaktionen in der lebenden Zelle normal koordiniert 
werden. Um dies zu erreichen, ist es offensichtlich notwendig, in irgend- 
einer Weise eine Briicke zu schlagen zwischen den Erfahrungen, die 
beziiglich des Garverlaufs einerseits in der lebenden Zelle und anderer- 
seits in den toten Zymasesystemen gewonnen wurden. 

Es ist nun deutlich, daB fiir den Stoffwechsel der lebenden Hefezelle 
die Permeabilitatsverhaltnisse an der Zellmembran eine hervortretende 
Rolle spielen. Die Zelle bildet eine geschlossene Einheit, die in gewissen 
Beziehungen gegen die ‘Umgebung, in der sie sich befindet, scharf 


Te : R. Nilsson: 


6 Apa A 2 My en) 


abgegrenzt ist. Stoffe, die auf den Giarverlauf in einem strukturlosen | 
Zymasesystem durchgreifend einwirken, kénnen vollstandig wirkungs-| 
los sein, wenn mit lebenden Zellen gearbeitet wird, einfach deswegen, 
weil der in Frage kommende Stoff infolge Permeabilitatshindernisse 
niemals in die Zelle hineingelangt. Es li8t sich nun denken, da, 
wenn diese Permeabilitétshindernisse beseitigt werden kénnten, ohne 
daB dabei der enzymatische Apparat der Hefe irgendwelche Veran- 
derungen erfahrt, das intakte Zymasesystem der lebenden Zelle dadurch” 
fiir chemische Angriffe sozusagen bloBgelegt werden wiirde. 
Es hat sich gezeigt, daB dieser Gedanke auf einfachste Weise ver- 
wirklicht werden kann und zwar dadurch, daB man die lebende Hefe 
unter schonenden Bedingungen einer so schnellen Trocknung unterwirft, 
daB sie in den trockenen Zustand tiberfiihrt wird, bevor irgendwelche 
autolytischen Veranderungen haben eintreten kénnen. - Diese Trocken- 
hefe, bei der also das Zymasesystem der lebenden Hefe intakt ist, und 
die wir der Kiirze halber als intakte Trockenhefe bezeichnen wollen, 
hat die bemerkenswerte Eigenschaft, da sie ohne Phosphatzusatz 
zugesetzten Zucker vollstdndig nach einer geradlinigen Garkurve vergart. 
Sie vermag also eine Garung zu bewirken, die den gleichen Typ hat wie 
die normale Garung in der lebenden Zelle. Was diese intakte Trocken- 
hefe vom experimentellen Gesichtspunkt aus so wertvoll macht, ist, 
dai sie sich zum Unterschiede von der lebenden Hefezelle durch ver-— 
schiedenartige Eingriffe derartig beeinflussen laBt, daB der Garverlauf — 
mehr oder weniger scharf ausgepriigt — in den Typ iibergeht, der fiir! 
das strukturlose Zymasesystem charakteristisch ist. Die intakte Trocken- . 
hefe stellt also untersuchungstechnisch eine auBerordentlich wertvolle_ 
Ubergangsform zwischen dem strukturlosen Zymasesystem und der 
lebenden Hefezelle dar. 
Kine Veranderung des Girverlaufs der intakten Trockenhefe der] 
hier angedeuteten Art kann in gewissem Ausma8 schon dadurch erreicht 
werden, da die Gairmischung mit erheblichen Mengen anorganischen 
Phosphats versetzt wird (Abb. 3). 
Wie Kurve 4 zeigt, verliuft die Garung in der intakten Trocken- 
hefe ohne besonderen Zusatz von Phosphat in véllig gleichartiger Weise 
wie in der lebenden Hefe. Sehr wesentlich unterscheidet sich dagegen | 
die lebende Hefe von der intakten Trockenhefe in den Versuchen mit 
Zusatz von Phosphat zur Garmischung. Wie wir uns erinnern, hat. 
Phosphatzusatz zu einer Girmischung mit lebender Hefe nur einen 
sehr unbedeutenden Einflu8 auf den Garverlauf und verandert vor allem 
nicht grundsatzlich den Habitus der Garkurve. Bei den Versuchen mit. 
intakter Trockenhefe sind die Verhaltnisse ganz anders. Bei schritt- 
weise gesteigertem Phosphatzusatz tritt hier eine immer starker betonte 
Hemmung der Gargeschwindigkeit ein, Es ist dabei eine sehr auffallige 
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Tatsache, da diese Hemmung erst in dem spateren Stadium der Garung 
in Erscheinung tritt, und zwar dann, wenn ungefahr die Halfte des 
Zuckers zu Alkohol und Kohlensaéure vergoren ist. Wir stoBen also 
hier noch einmal auf diese Aufteilung des Zuckers in zwei vom Gesichts- 
punkt der Vergirbarkeit aus verschiedenartigen Halften. Wahrend wir 
die Vergarung der Halfte der zugesetzten Zuckermenge durch Phosphat- 


8 
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Abb. 3. Girung durch Trockenhefe mit intaktem Zymasesystem (Biochem. Zeitschr. 286, 258, 1936). 

Yn jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 100mg Glucose 

+ 0,1 cem Zymophosphatlésung. In den Proben A, B, C, D und E 0 baw. 0,25, 0,50, 0,75 und 

1,00 cem Phosphatlésung. (0,67 mol.; Py = 6,4; 0,84 ccm Aquivalent mit 100 mg Glucose.) Reak- 
: tionstemperatur 30°. 


zusatz hemmen kénnen, wird die Vergarung der anderen Halfte dadurch 
praktisch nicht beeinfluBt. 

Wie wir uns erinnern, tritt auch in dem strukturlosen Zymase- 
system bei Uberschu8 von Phosphat in der Gaérmischung ein Knick in 
der Garkurve auf, und zwar in dem Augenblick, wo ungefahr die Halfte 
des Zuckers zu Alkohol und Kohlensaéure vergoren worden ist. In 
diesem letzteren Falle hat aber der Zusatz von Phosphat eine Aktivierung 
der Garung bewirkt, und die rasche Vergarung der halben Zuckermenge, 
die dadurch erreicht wird, ist die beste Garung, die tiberhaupt in diesem 
System erhalten werden kann. In dem intakten Zymasesystem, das 
wir hier untersuchen, ist dagegen die Vergarung des Zuckers ohne 
Zuasatz von Phosphat vollstandig, und der Knick in der Garkurve 
entsteht hier durch eine Phosphathemmung. Unsere Hypothese hilft 
uns auch in diesem Falle. Es ist ganz natiirlich, daB die Vergarung des 
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intermediaren Triosephosphats durch Phosphatzusatz gehemmt wird. — 
Fin hoher Phosphatgehalt in der Garmischung miiBte die Dephosphory- ; 
lierung des Triosephosphats erschweren und statt dessen seine Neigung 4 
erhéhen, sich zu Hexosediphosphorsiure zu kondensieren. : 

Wie aus Abb. 3 ersichtlich ist, lit sich jedoch durch den blotien 
Zusatz von Phosphat keine vollstaéndige Umgestaltung des Garverlaufs | 
in den Typ, der in dem strukturlosen Zymasesystem herrscht, bewirken. 
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Abb. 4. Giirung durch intakte Trockenhefe mit und ohne Toluolzusatz (Biochem. Zeitschr. 286, — 

383, 1936). | 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucose — 
+ 0,1 cem Zymophosphatlésung. 

In den Proben A, B, C, D und E 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 und 1,00 cem Phosphatlésung (0,67 mol., 


pu = 6,4). 
In den Proben A’, B', C’, D’ und EB‘ 0,2 cem Toluol + 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 und 1,00 cem Phos- 
phatlésung (0,67 mol., Py = 6,4). Reaktionstemperatur 30°. 


Um das intakte Zymasesystem vollstiindig zum Typ des strukturlosen 
abzubauen, sind Eingriffe ganz anderer Art nétig. Schon bei einem 
frithen Stadium der Untersuchung wuBten wir, da eine Autolyse der 
Hefe zu einer Veranderung des Zymasesystems der hier gemeinten Art 
fiihrt. Im Hinblick darauf, daB die Vorgiinge bei der Autolyse schon an 
sich ziemlich dunkel sind, war aber diese Tatsache nicht besonders 
aufschluBreich. Was den Ausgangspunkt fiir die weiteren Unter- 
suchungen gab, war die Beobachtung, da ein Zusatz von Toluol zur 
Garmischung eine solche Veranderung des Giarverlaufs in dem intakten 
Zymasesystem herbeifiihrt, da dieser sich dem in einem Macerations- 
saft vorkommenden sehr nahert (Abb. 4). 3 
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Was am meisten auffallt, ist, daB der Einflu® des Phosphats auf 
den Garverlauf durch den Zusatz von Toluol sozusagen invertiert wird. 
Nachdem das Phosphat urspriinglich eine hemmende Wirkung auf die 
spatere Garungsphase gehabt hat, erhalt es nach Toluolzusatz eine 
beschleunigende Wirkung auf die erste Phase der Garung, deren Ausma8B 
wie in dem strukturlosen Zymasesystem innerhalb gewisser Grenzen 
eine unmittelbare Funktion der zugesetzten Menge freien Phosphats 
sein wird. 

Es ist aber sehr wesentlich, daB der Toluolzusatz keineswegs eine 
Inaktivierung der klassischen Zymase mit sich gefiihrt hat. Die Gar- 
geschwindigkeit wahrend der ersten Girungsphase, der sogenannten 
Veresterungsphase, und damit also auch die maximale Gargeschwindig- 
keit wird nicht beeinflu8t. Unter dem Einflu8 von Toluol wird ja, wie 
wir sehen, wahrend der ersten Garungsphase eine Gargeschwindigkeit 
erreicht, die ebenso gro ist wie die optimale Gargeschwindigkeit in der 
intakten Trockenhefe. Wie wir besonders festgestellt haben, hat ein 
Zusatz von Toluol, wenn es sich um ein strukturloses Zymasesystem, 
wie ein Macerationssaft, handelt, itiberhaupt keinen Einflu& auf den 
Verlauf der Garkurve. Was der Toluolzusatz zur Garmischung bewirkt, 
ist, daB er die Fahigkeit des Zymasesystems der intakten Trockenhefe 
ausléscht, den GarungsprozeB gerade in der Weise durchzufiihren, wie 
es die lebende Zelle tut. Hierdurch wird also nicht die erste Garungs- 
phase, die sich wahrend der sogenannten Veresterungsperiode abspielt, 
beeinfluBt. Die zweite Garungsphase dagegen, die ja fiir die vollstdndige 
Vergarung des Zuckers ebenso wichtig ist, wird so gut wie ganz aus- 
geschaltet. Unter sonst optimalen Garungsbedingungen kann nach 
Toluolzusatz nur die Halfte des zugesetzten Zuckers zu Alkohol und 
Kohlensaiure rasch vergoren werden. 

Bei unseren Untersuchungen tiber das Zymasesystem der intakten 
Trockenhefe sind wir mehr und mehr in der Auffassung bestarkt worden, 
daB der durchgreifende Einflu8 von Toluol sowie auch von anderen 
Eingriffen, auf die wir spater zurtickkommen, kaum auf einer Zerstérung 
von Wirkstoffen beruhen kann, die in der lebenden Zelle als Bestand- 
teile des Zymasekomplexes funktionieren. Es scheint uns, als ob es 
sich eher um eine Aufhebung der Organisierung der verschiedenen 
Wirkstoffe des Zymasekomplexes handelt, einer Organisierung, die in 
irgendeiner Weise mit der intakten Zellstruktur zusammenhangt. Nach 
dieser Auffassung sollte diese Organisierung als eine Art Regulator des 
Gleichgewichts zwischen den verschiedenen Teilreaktionen bei der 
Garung wirken und somit eine Voraussetzung fiir den harmonischen 
Garverlauf in der lebenden Zelle sein. 

Wenn wir nun diese Vorstellung annehmen, mu8 man sich wohl 
ferner denken, daB fiir die Aufrechterhaltung dieser Organisierung in. 
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der Zelle gewisse bestimmten Stoffe oder Stoffgruppen verantwortlich 
sind, Die Kenntnis iiber diese Stoffgruppen und deren regulatorische 
Funktionen diirfte die gré8te Bedeutung fiir das Verstandnis des 
Mechanismus bei dem harmonischen Garverlauf in der lebenden Zelle 
und daran ankniipfend fiir die Zellphysiologie tiberhaupt haben. 


Um einen Einblick in die chemische Natur dieser Stoffgruppen er- 
halten zu kénnen, haben wir jetzt Eingriffe von solcher Art unter- 


Abb. 5. Einwirkung von organischen Lésungsmitteln auf den Girverlauf in derintakten Trockenhefe. 
Zu bas Giirungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 1 Tropfen 2.5 %ige 
Acetaldehydlésung. Die sonstigen Zusiitze gehen aus der folgenden Ubersicht hervor. 


Girungsmischungen 


Zusatz von organischen | Proben mit 100 mg 
Lésungsmitteln (je 0,2 cem) Selbst- | Proben mit Glucose + Phosphat 
giirungsproben | 100 mg Glucose | iiquivalent mit 100 mg 
Glucose 
-- Ao | A | Ay 
TONG easiest a ae ee ee By B B, 
BEDZON ani tee ait Seah ote tee Cy | C / ya 
Tetrachlorkohlenstoff .......... Dy D | D, 
Cobylalkcohal® visisstscesye oS a tee | Of | 1D) | HE, 


Die Girkurven ohne Zusatz von organischen Lésungsmitteln gestrichelt. Giirtemperatur 30°. 


nommen, daB sie ohne die klassische, freie Zymase zu beeinflussen, zu 
einer durchgreifenden Desorganisierung des Zymasesystems der intakten 
Trockenhefe fiihrten. Diese Versuche wurden also in der Hoffnung 
ausgefithrt, dafs die Art der vorgenommenen Eingriffe gewisse SchluB- 
folgerungen betreffend die chemische Natur der fiir das intakte Zymase- 
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system wesentlichen Substanzen erlauben wiirden, die durch den frag- 
lichen Eingriff auBer Spiel gesetzt wurden. 

Ausgehend von dem soeben beschriebenen Toluoleffekt wurde zuerst 

die Wirkung einer Reihe organischer Lésungsmittel untersucht (Abb. 5). 
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Abb. 6. Einwirkung von Alkohol auf den Girverlauf in der intakten Trockenhefe bei ver- 
schiedenen Phosphatmengen in der Girungsmischung. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 200 mg Glucose 
+ 0,1 ecem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 

AuBerdem zu Probe: 


A, und A — 
B Phosphat iquivalent mit 50mg Glucose 
C > ” ” 100 29 4”? 
D ” o? ” 150 99 99 
Ky und E ” > ” 200 ” oe) 


Die Proben A—E enthalten dazu noch 0,2 ccm 95,5 %igen Athylalkohol. 

Aus dem Phosphatgehalt der Garungsmischungen berechnet sich nach Hardens Gleichung die 
Lage des Knickpunktes in den Garungsproben A bis E zu 8,2 bzw. 33,2, 58,2, 83,2 und 100mg ver- 
gorene Glucose oder 2,2 bzw. 8,9, 15,6, 22,2 und 26,7 ccm entwickelte CO. 

Die Girkurven A, und E, ohne Zusatz von Alkohol gestrichelt. Girtemperatur 30°. 


Wie wir sehen, haben alle untersuchten Lésungsmittel grund- 
sitzlich die gleiche Wirkung wie Toluol. Samtliche hier untersuchten 
Losungsmittel kénnen als wasserunlésliche Lipoidlésungsmittel be- 
zeichnet werden. Wir haben auch die Wirkung von wasserléslichen 
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Lipoidlésungsmitteln wie Alkohol und Aceton untersucht. Deren 
Wirkung ist grundsiitzlich die gleiche, mit dem kleinen Unterschied 
vielleicht, daB die desorganisierende Wirkung hier noch scharfer hervor- 
tritt, was wohl wahrscheinlich auf dem intimeren Kontakt beruht, der 
in diesem Falle zwischen der Hefe und dem Lésungsmittel erreicht 
wird. Im folgenden gebe ich einen Desorganisierungsversuch mit 
Alkohol wieder, der unter etwas anders gewahlten Versuchsbedingungen 
ausgefiihrt wurde als die Versuche in Abb. 5, und der deswegen in 
einigen Beziehungen noch weitere Aufschliisse zu geben vermag 
(Abb. 6). 


Abb. 6 zeigt den Einflu8 von Alkohol auf den Garverlauf in einer 
intakten Trockenhefe bei verschiedenen Mengen an freiem Phosphat in 
der Garmischung. Die gestrichelten Ordinaten geben die Knickpunkte 
an, die sich nach Hardens Gleichung aus der Menge freien Phosphats 
(einschlieBlich den Eigengehalt der Trockenhefe an freiem Phosphat) 
in der Garmischung berechnen lassen. Diese stimmen also mit den 
Knickpunkten iiberein, die bei den in Frage stehenden Phosphat- 
konzentrationen in einem Macerationssaft auftreten wiirden. 


Wie wir sehen, geht der Verlauf der Garkurve unter dem EinfluB 
von Alkohol vollstaéndig in den Typ iiber, der fiir das strukturlose 
Zymasesystem charakteristisch ist. Noch ein Umstand verdient hier 
beachtet zu werden. In bezug auf den Einflu8 dieser verschiedenen 
Lipoidlésungsmittel kénnte noch der Einwand erhoben werden, da 
es sich vielleicht doch um eine wirkliche Vergiftung der klassischen 
Zymase handelt, eine Vergiftung, die in Garmischungen mit Zusatz 
von freiem Phosphat auf Grund einer vom Phosphat ausgeiibten Schutz- 
wirkung ausbleibt. Der Versuch mit wechselndem Phosphatzusatz 
zeigt aber eindeutig, daB ein soleher Verdacht nicht berechtigt ist, 
sondern daf es sich hier zweifellos um eine durchgreifende Veranderung 
des intakten Zymasesystems handelt, ohne da dabei die klassische 
Zymase nennenswert beeinfluB&t wird. Solche Versuche mit wechselndem 
Phosphatzusatz haben wir durchgehend verwendet, um sicher fest- 
zustellen, daB hinter dem desorganisierenden Einflu8 von irgendeinem 
untersuchten Stoff sich nicht etwa eine wirkliche Zymasevergiftung 
versteckt. (Vgl. hierzu den entsprechenden Versuch mit Taurochol- 
saure, Abb. 9, wo saimtliche Phosphatkonzentrationen auch ohne Zu- 
satz von Taurocholsiure studiert wurden.) 


Als es sich nun also gezeigt hatte, daB simtliche untersuchte 
Lipoidlésungsmittel in ein und derselben Weise eine typische Des- 
organisierung des Zymasesystems der intakten Trockenhefe hervorrufen, 
diirfte dies wohl als eine erste Andeutung dafiir gelten kénnen, daB 
Stoffe von lipoidartiger Natur irgendeine Funktion bei der Organisierung 
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des Zymasesystems der intakten Hefezelle ausiiben. Nun ist ja der 
Begriff ,,Lipoide“‘ chemisch ziemlich unbestimmt definiert, doch haben 
wir uns trotzdem bis auf weiteres damit begniigt, weitere Stiitzen dafiir 
zu suchen, daf die Stoffgruppen, um die es sich hier handelt, nach 
landlaufiger Auffassung zu den Lipoiden gehéren. Wir haben dabei 
unter anderem an die bemerkenswerte Eigenschaft der Gallensaéuren 
gedacht, sonst wasserunlésliche Stoffgruppen wie Fettsiuren, Sterine 
und Lecithine in wasserige Lésung zu bringen. Dieser Vorgang, der 
auf einer Bildung der entsprechenden Choleinsiuren beruht, kann 
sowohl von den freien als auch von den gepaarten Gallensduren bewirkt 
werden. Wir haben daher den Einflu8 auf das Zymasesystem der 
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Abb. 7. Einwirkung von Desoxycholsiure auf den Girverlauf in der intakten Trockenhefe ohne 
Zusatz von Phosphat. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucose 
+ 0,1 eem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5%ige Acetaldehydlésung. 

Die Konzentration in der Girmischung von desoxycholsaurem Na ist bei jeder Kurve in % an- 
gegeben. Die Girkurve ohne Zusatz von desoxycholsaurem Na gestrichelt. Gartemperatur 30°. 


intakten Trockenhefe von teils Desoxycholsaéure und teils Taurochol- 
saure als Vertreter dieser beiden Gallenséuretypen untersucht. Be- 
treffend die Desoxycholsdure haben wir zuerst festgestellt, daB sie den 
Garverlauf in einem Macerationssaft nicht beeinfluBt; wenn nur nicht 
sehr hohe Konzentrationen verwendet werden. Der Garverlauf in der 
intakten Trockenhefe wird dagegen auB8erst stark beeinfluBt, und zwar 
in solcher Weise, daB gesagt werden kann, daf eine reine Desorgani- 
sierung ohne merkbaren Hinflu8 auf die freie Zymase vorliegt. Dies 
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geht sehr deutlich aus Versuchen hervor, die teils ohne Phosphatzusatz 
(Abb. 7) und teils mit Zusatz einer der Zuckermenge aquivalenten 
Phosphatmenge ausgefiihrt wurden (Abb. 8). 


In einer Garmischung ohne Phosphatzusatz ruft die Desoxychol- 
siure, wie Abb. 7 zeigt, eine sehr starke Hemmung der Garung hervor. 
Ganz anders verhalt sich eine Garmischung, die eine der Zuckermenge 
iquivalente Menge Phosphat enthalt (Abb. 8). 
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Abb. 8. Einwirkung von Desoxycholsiiure auf den Girverlauf in der intakten Trockenhefe 
bei Zusatz von Phosphat. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glu- 
cose + Phosphat fquivalent mit 100 mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 
2,5 %ige Acetaldehydlésung. 

Die Konzentration in der Giirmischung von desoxycholsaurem Na ist bei jeder Kurve in % 
angegeben. Die Giirkurve ohne Zusatz von desoxycholsaurem Na gestrichelt. 

Giirtemperatur 30°. 


Hier wird, bis 50 % des Zuckers vergoren sind, die Gargeschwindig- 


a une et een a ioe aeaaieealael 


_— ee 


keit von Desoxycholsdiure, auch in hohen Konzentrationen, praktisch | 


nicht beeinfluBt. Die spaitere Gairungsphase wird dagegen gehemmt, 
d.h. die Desoxycholsiure wirkt in einer solchen Weise ein, da das 
System den Typ des strukturlosen Zymasesystems annimmt. 


Auch in diesem Falle haben Versuche mit wechselnden Phosphat- 
mengen uns davon tiberzeugt, daB es sich nicht um eine wirkliche 


Zymasevergiftung handelt, die durch Phosphatzusatz aufgehoben 
werden kann. 


Die Versuche mit Taurocholsdure fielen vollstaéndig analog denen 
mit Desoxycholsiiure aus. Ich werde hier den Einflu8 von Taurochol- 
saure auf den Garverlauf in der intakten Trockenhefe bei wechselndem 
Gehalt der Girmischung an Phosphat vorfiihren (Abb. 9). Vollstandig 
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analoge Verhaltnisse herrschen also in den entsprechenden Versuchen 
mit Desoxycholsaure. 

Abb. 9 zeigt in sehr einleuchtender Weise, wie das Zymasesystem 
der intakten Trockenhefe unter dem Einflu8 von Taurocholsaure voll. 
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Abb. 9. Einwirkung von Taurocholsiure auf den Giarverlauf in der intakten Trockenhefe bei 
-verschiedenen Phosphatmengen in der Girungsmischung. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2ccm): 200mg intakte Trockenhefe + 200 mg 
Glucose + 0,1 cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 


AuBerdem zu Probe: A und A, —; 


B_,, B, Phosphat iquivalent mit 50mg Glucose; 
Cc ”? C, ” 29, ” 100 ”? ” 
D ” D, ” oF) ” 150 ” ” 
K ” KE, D9, 200 ” ” 


Die Proben A, bis E, enthalten dazu noch 0,5 % taurocholsaures Na. 

Aus dem Phosphatgehalt der Girungsmischungen berechnet sich nach Hardens Gleichung die 
Lage des Knickpunktes in den Garungsproben A, bis E, zu 10,7 bzw. 35,7, 60,7, 85,7 und 100 mg 
vergorene Glucose oder 2,9 bzw. 9,5, 16,2, 22,9 und 26,7 ccm entwickelte CO>. 

Die Girkurven ohne Zusatz von taurocholsaurem Na gestrichelt. Giartemperatur 30°. 


standig in den Typ der strukturlosen Zymase iibergeht. Der Garverlauf 
in der intakten Trockenhefe nach Zusatz von Taurocholsdure stimmt 
vollkommen mit dem Giarverlauf in einem Macerationssaft tiberein. 
In diesem Zusammenhang war es interessant, auch den HinfluS 
yon Saponinen auf das intakte Zymasesystem zu untersuchen. Die 
Archiy fiir Mikrobiologie. Bd. 12. 6 
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Saponine reagieren bekanntlich chemisch bzw. kolloidchemisch auf 
verschiedene Weise mit Lipoiden. Sie wirken z. B. emulgierend auf 
Fette, geben weiter Additionsverbindungen mit unveresterten Sterinen 
und kénnen schlieBlich Lecithinemulsionen klaren. 


Es zeigte sich, da z. B. Digitonin auf den Garverlauf in der intakten 
Trockenhefe grundsitzlich in der gleichen Weise wie die friiher be- 
schriebenen Lipoidlésungsmittel oder Gallenséuren einwirkt. Die 
Wirkung von Digitonin sowie diejenige anderer Saponinpraparate ist 


Abb. 10. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Girverlauf. 
Der Knickpunkt in Giirmischungen ohne Phosphatzusatz. 


a Aus dem Phosphatgehalt der Trockenhefe berechnet sich nach Hardens Gleichung die Lage des 
Knickpunktes zu 10,7 mg vergorene Glucose = 2,9 cem entwickelte CO». 


aber bedeutend weniger scharf ausgepraigt als z. B. die Wirkung von 
Desoxycholsaure. 


Die Versuche, iiber die ich hier berichtet habe, machen es wohl 
wahrscheinlich, da die stark desorganisierende Wirkung der unter- 
suchten Stoffe eher mit einer Art Loésungsvorgang als mit irgendeiner 
durchgreifenden chemischen Veranderung der regulatorisch wirkenden 
Substanzen zusammenhangt. Es scheint deswegen méglich zu sein, 
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dab schon eine Veranderung des Aggregatzustandes dieser Substanzen 
eine Desorganisierung des intakten Zymasesystems wiirde herbeifiihren 
konnen. Um eine solche Veranderung hervorzurufen, haben wir zu 
einem sehr einfachen Mittel gegriffen, namlich Erhitzung der intakten 
Trockenhefe in trockenem Zustande. Die Trockenhefe wurde in offenen 
GefaBen bei 40° bzw. 60° und 80° waihrend 24 Stunden erhitzt. Danach 
wurde die Garkurve in Girmischungen von wechselndem Phosphat- 
gehalt aufgenommen. Abb. 10 zeigt die Wirkung der Erhitzung, wenn 
die Garmischung kein extra zugesetztes Phosphat enthalt. 
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Abb. 11. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Giirverlauf. 
Der Knickpunkt in Girmischungen mit Zusatz von Phosphat aiquivalent mit 50 mg Glucose. 

Die Lage des Knickpunktes berechnet sich nach Hardens Gleichung zu 35,7 mg vergorene 
Glucose = 9,5 cem entwickelte COs. 


Wie wir sehen, fiihrt die Erhitzung zu einer starken Herabsetzung 
der Giargeschwindigkeit bei dieser Anordnung des Garversuchs. Die 
Garung teilt sich deutlich in zwei Phasen auf, und der dadurch hervor- 
gerufene Knickpunkt auf der Garkurve liegt, wo er liegen miBte, wenn 
man ihn nach Hardens Gleichung aus dem Phosphatgehalt der Trocken- 
hefe berechnet. . 

Bei Zusatz von Phosphat zur Garmischung erhalt die erste, raschere 
Garungsphase eine gréBere Ausdehnung, und ihr Ausma8 steht, wie 
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man aus Abb. 11, 12 und 13 entnehmen kann, mit der Forderung von 
Hardens Gleictang in guter Ubereinstimmung. 

Bin Vergleich von Abb. 10 mit Abb. 13 lat erkennen, daB die starke | 
Herabsetzung der Giargeschwindigkeit, die infolge der Erhitzung der 
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Abb. 12. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Giirverlauf- 
Der Knickpunkt in Giirmischungen mit Zusatz von Phosphat iiquivalent mit 100 mg Glucose 


Die Lage des Knickpunktes berechnet sich nach Hardens Gleichung zu 60,7 mg vergorene 
Glucose = 16,2 cem entwickelte CO.. 4 


20 
| 
o 
a 
Ss 
S15} 8 
s 


0 7 2 3 4 . 5 6 7Sta. 


Kinwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhete auf den Giirverlaut. 
Der Knickpunkt in Girmischungen mit Zusatz von Phosphat itiquivalent mit 200mg Glucose. 


Die Lage des Knickpunktes berechnet sich nach Hardens Gleichung zu 100 mg vergorene Glucose 
= 26,7 ccm entwickelte COs. 


Abb. 13. 
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“ Trockenhete in Garmischungen ohne Phosphatzusatz zum Vorschein 
kommt, praktisch ganz ausbleibt, wenn die Garmischung eine mit der 
ookermenge aquivalente Menge Phosphat enthalt. Man kann also 
sagen, da die Erhitzung der intakten Trockenhefe eine Desorgani- 
sierung ihres Zymasesystems hervorgerufen hat, die grundsatzlich von 
der gleichen Art ist wie diejenige, die unter dem Einflu8 von Lipoid- 
lé6sungsmitteln, Gallenséuren oder Saponinen eintritt. In diesem Falle 
kann es sich ja nicht um eine chemische Reaktion mit einem zugesetzten 
Stoff handeln, und es erscheint wahrscheinlich, daB die Desorganisierung 
durch eine Zustandsinderung physikalischer Art, z. B. einen Schmelz- 
prozef} oder irgendeine kolloidchemische Veranderung, hervorgerufen 
worden ist. 

Wir kénnen jetzt also feststellen, da8 man das organisierte Zymase- 
system der intakten Trockenhefe in den Typ der strukturlosen Zymase 
durch folgende Eingriffe tiberfiihren kann. 


1. Erhitzung der intakten Trockenhefe in trockenem Zustande, 

2. Zusatz von organischen Lésungsmitteln (Lipoidlésungsmitteln) 
zu der Garmischung. 

3. Zusatz von Gallenséuren zu der Garmischung. 

4. Zusatz von Saponinen zu der Garmischung. 


Wir wissen auBerdem, daB eine Autolyse der Hefe zu einer ent- 
sprechenden Veranderung des intakten Zymasesystems fiihrt. In 
letzterem Falle ist es von Interesse, daB die Zymase gleichzeitig damit, 
daB sie wahrend der Autolyse desorganisiert wird, auch in homogene, 
wasserige Losung tibergeht. 

Man fragt sich vielleicht jetzt, ob es méglicherweise so sein kénnte, 
daB jeder Eingriff, der iberhaupt den Verlauf der Garung in der intakten 
Trockenhefe beeinflu8t, auch eine Desorganisierung ihres Zymase- 
systems hervorruft. Dies ist aber keineswegs der Fall. Man kann 
namlich auf viele verschiedene Weisen eine Inaktivierung der klassischen 
Zymase hervorrufen, die zu keiner Desorganisierung des intakten 
Zymasesystems fiihrt, und die deswegen auch den Garverlauf in hnlicher 
Weise beeinflu&t, unabhangig davon, ob die Garmischung einen Zusatz 
von freiem Phosphat erhalten hat oder nicht. Dies ist z. B. der Fall 
bei Vergiftungen mit typischen Zymasegiften wie NaF, weiter bei der 
Garungshemmung durch hohe Neutralsalzkonzentrationen, bei Einfluf 
von Glycerin usw. Als typischen Gegensatz zu den Desorganisierungs- 
versuchen werde ich jetzt den Einflu8 von Glycerin auf den Garverlauf 
in der intakten Trockenhefe bei Garmischungen mit und ohne Zusatz 
von Phosphat zeigen (Abb. 14). 

Wir kehren nun einen Augenblick zu unserer Vorstellung's tiber die 
Organisierung des intakten Zymasesystems zuriick. In der lebenden 
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Hefezelle wird durch die regulatorisch wirkenden Stoffgruppen ein 
harmonisches Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Biofaktoren 
bzw. den von diesen katalysierten intermediaren Reaktionen aufrecht- 
erhalten. In dem strukturlosen Macerationssaft, wo die freigewordenen 
Biofaktoren ohne diese Regulierung wirksam sind, kann zwar eine 
maximale Giargeschwindigkeit erreicht werden, die in keer Beziehung 
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Abb. 14. Einwirkung von Glycerin auf den Girverlauf in der intakten Trockenhefe. 


Zu jeder Giirungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucose 
+ 0,1 cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 


Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven)- 
Zusatz von Phosphat (iiquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 


Die molare Konzentration in der Giirmischung von Glycerin ist bei jeder Kurve angegeben.. 
Giirtemperatur 30°, 


hinter derjenigen der lebenden Zelle zuriicksteht. Der GarungsprozeB 
verlauft aber nicht mehr harmonisch, da hier der Zucker nur zum Teil 
zu Alkohol und Kohlensiiure vergoren werden kann. Auch unter sonst 
optimalen Bedingungen bleibt mindestens die Hilfte des Zuckers als 
Schlacke, d.h. in unvergirbarer Form, zuriick. Der gleiche Zustand 
tritt bei der intakten Trockenhefe nach Desorganisierung mit den 
Mitteln ein, die wir eben beschrieben haben. Durch die desorgani- 
sierenden Hingriffe werden die regulatorisch wirkenden Stoffgruppen 
ausgeschaltet. Aus der Art des desorganisierenden Eingriffs SchluB- 
folgerungen auf die Natur der dadurch beeinfluBten Substanz zu ziehen, 
ist natiirlich eine sehr schwierige Aufgabe, dies schon in dem Falle, daf. 
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an der Organisierung nur eine regulatorisch wirkende Substanz teil- 
néhme. Es ist natiirlich auch méglich, daB mit verschiedenen, regula- 
torisch wirkenden Stoffen gerechnet werden mu8, wobei vielleicht eine 
Veranderung, gleichgiiltig welcher dieser Stoffe, zu einer vollstandigen 
Desorganisierung des Zymasesystems fiihren kénnte. 


Unsere bisherigen Untersuchungen scheinen in gewissem Make 
die Annahme zu unterstiitzen, daB die Substanz oder die Substanzen, 
um die es sich hier handelt, zu der Gruppe der sogenannten Lipoide 
gehoren. Der Verdacht, da dies der Fall ist, griindet sich auf unsere 
Erfahrung, da8B die Desorganisierung des Zymasesystems allem An- 
schein nach regelmaBig nach jedem Eingriff auftritt, der in erster Linie 
eine Zustandsinderung der Stoffe von Lipoidnatur bezweckt. Die 
SchluBfolgerung ist natiirlich keineswegs bindend. Es kénnte sich ja 
auch um irgendeine Substanz anderer Art handeln, die auf Lipoid- 
reagentien reagiert. So 1aBt es sich z. B. sehr wohl denken, daB irgend- 
einer von den Biofaktoren der klassischen Zymase in der lebenden 
Zelle sowohl als auch in der intakten Trockenhefe an eine Art ,, Trager“ 
gebunden sein kénnte, und dai sich diese Bindung schon durch ziemlich 
' milde Eingriffe lésen lieBe. Also ein Zustand sehr ahnlich dem, der bei 
gewissen Farbstoffen vorkommt, die an Eiweif} gebunden sind, und bei 
denen die EiweiBkomponente einfach durch Behandlung mit Alkohol 
abgesprengt werden kann. Man kann in diesem Zusammenhang ferner 
an die labile Kupplung zwischen einem Hapten und seinem ,,Schlepper“ 
- denken. 


Sollte es sich tatsaichlich so verhalten, wiirde die Organisierung in 
diesem Trager sitzen, und man k6nnte sich dann vorstellen, daB sich 
das intakte Zymasesystem in homogener Lésung realisieren lassen wiirde, 
wobei keine Forderung an eine Struktur tiberhaupt erhoben zu werden 
brauchte. 


Es kann aber interessant sein zu untersuchen, ob die uns besonders 
verdachtigen Lipoide irgendwelche Eigenschaften besitzen, die sie be- 
sonders geeignet machen kénnten, ais Regulatoren des Gleichgewichts 
zwischen den verschiedenen Intermediarreaktionen bei der alkoholischen 
Garung zu funktionieren. 


Nun haben ja besonders einige Eigenschaften der Phosphatide die 
Zellphysiologen interessiert, als es sich darum handelte, die mit der Zell- 
permeabilitat zusammenhingenden Probleme zu erklaren. Dabei ist 
u. a. ihre Fahigkeit, inWasser zu quellen, ferner die elektrischen Ladungs- 
verhaltnisse der Phosphatid-(Lecithin-)Teilchen und schlieBlich ihre 
Eigenschaft, auf Wasser monomolekulare Schichten zu bilden, zu 


erwahnen. 
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Leathes 1 entwickelt die Vorstellung, da8 solche Lecithinschichten 
in der Zelle an der Zellmembran vorkommen und auch den Zellinhalt 
durchkreuzen. Er nimmt an, da diese Lecithinschichten eine be- 
sondere Bedeutung fiir die Permeabilitat der Zelle besitzen. 


Interessant ist weiter die Fahigkeit der Lipoide, als negative 
Katalysatoren zu wirken. Diese Eigenschaft besitzt in erster Linie das 
Lecithin, wihrend sie bei Neutralfetten weniger ausgepragt ist und bei 
Cholesterin vollkommen fehlt. Siegfried 2 spricht die Vermutung aus, 
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Abb. 15. Hinwirkung von Toluol auf den Giirverlauf in lebender Hefe. 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 74 mg (Trockengewicht bei 105°) frischer 


untergiiriger Bierhefe + 100mg Glucose + 0,1cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige 
Acetaldehydlésung. 


AuBerdem zur Probe: 
Phosphat iyuivalent mit 100 mg Glucose; 
C und E 0,2cem Toluol; 
D und F Phosphat iiquivalent mit 100 mg Glucose + 0,2 cem Toluol. 
Die Proben C und D enthalten schon yon Anfang an Toluol. Zu den Proben E und F wird 
Toluol bei einem Zeitpunkt zugesetzt, der in der Abbildung durch einen Pfeil bezeichnet ist. 


Gestrichelte Kurven = Proben ohne Phosphatzusatz. Ausgezogene Kurven = Proben mit 
Phosphatzusatz. 


Giirtemperatur 30°, 


aS 


daf’ die pramortale Erhéhung des EiweiBabbaues und des Zellen- 
zerfalls, die man bei Hungertieren nach Verbrauch der Hauptmenge 
des Depotfettes feststellen kann, damit zusammenhangt, daB die Eiwei8- 
spaltung in der lebenden Zelle durch die Zellipoide gehemmt wird, und 
daB diese Hemmung in dem MaB8e wegfallt, wie die Zellipoide verbraucht 


. 3 J.B. Leathes, J. of gen. Physiol. 58, Proc. VI, 1923; Lancet 1925, 
5. 803, 858, 957, 1019. — 2 M. Siegfried, Biochem. Zeitschr. 86, 98, 1918. 
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werden. In diesem Zusammenhang kann vielleicht daran erinnert 
werden, da wiahrend der Autolyse der Hefezelle die Organisation des 
intakten Zymasesystems verlorengeht, gleichzeitig damit, daB die 
Zymase ihre Bindung an “die Zellstruktur aufgibt und in wasserldésliche 
Form iibergeht, ohne da8 dadurch die Aktivitit der klassischen Zymase 
wesentlich herabgesetzt wird. 


Noch eine Frage muB8 schlieBlich behandelt werden. Durch die 
oben beschriebenen Eingriffe wird in sehr klarer und iiberzeugender 
Weise eine vollstindige Desorganisierung des Zymasesystems der 
intakten Trockenhefe zustandegebracht. Beim Arbeiten mit lebenden 
Hefezellen sind aber die Verhiltnisse bedeutend schwieriger zu iiber- 
blicken. Zwar kann man feststellen, da8 nach einem Eingriff, der nach 
unserer Erfahrung aus den Versuchen mit intakter Trockenhefe des- 
organisierend wirken miBte, ein Zusatz von Phosphat auch in einem 
solchen System die Gargeschwindigkeit beschleunigt. Eine vollstandige 
Differentiierung der Garkurve wird aber nicht erhalten (Abb. 15). 


Offenbar mu man in der Hefezelle mit zwei deutlich verschieden- 
artigen Zustandsanderungen rechnen, die streng auseinanderzuhalten 
sind. Die Beseitigung der Permeabilitatsschwierigkeiten, die durch die 
schnelle Trocknung der Hefe zustande gebracht wird, hat keinen EinfluB 
auf die Organisierung des Zymasesystems, die in der intakten Hefezelle 
herrscht. Diese Beseitigung der Permeabilitatshindernisse ist aber eine 
notwendige Voraussetzung dafiir, da8 die Desorganisierung demonstriert 
werden kann. In diesem Zusammenhang ist es interessant, da Lunde- 
gardh auf Grund der Ladungsverhiltnisse in der Plasmamembran 2 zu 
der Auffassung gelangt, daB diese selbst keine Phosphatide enthalt, 
wenigstens nicht in hdherem Grade. Mit dieser Auffassung als Hinter- 
grund erscheint es sehr begreiflich, dafi die schnelle Trocknung der 
Hefezelle zu einer Erhéhung der Permeabilitét der Zellmembran fiihren 
kann, ohne da dabei eine Desorganisierung des intakten Zymase- 
systems auftritt. 

Zuletzt erscheint in einem wichtigen Punkt eine Verdeutlichung 
angebracht. Wir haben im vorhergehenden gesehen, daB dem struktur- 
losen Zymasesystem ein Prinzip fehlt, das in dem strukturgebundenen 
eine regelnde Funktion auf das Zusammenspiel der verschiedenen | 
Teilreaktionen ausiibt, die in den Garungsmechanismus eingehen. 
Hiermit ist natiirlich nicht gesagt, da die Bedeutung der Struktur 
fiir diese Organisierung streng morphologisch aufgefaft werden muB8, 
was ja auch aus der vorliegenden Darstellung hervorgegangen sein 


1H. Lundegardh, Ann. d. Landwirtschaft]. Hochschule Schwedens 
8, 233, 1940. — 2 Diese Messungen sind allerdings an pflanzlichem Material 
ausgefiihrt worden. 
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z he - diirfte. Es kann sehr wohl der Fall sein, daB die Strukturelemente, 
ee die fiir die Organisierung innerhalb der Zelle verantwortlich sind, fiir 
a me 04 -, viltre Funktionsfahigkeit nicht absolut von einer bestimmten morphologi- 
ens schen Lokalisierung in der Zelle abhangig sind, sondern auch auferhalb — 
fia F der Zelle wiirden wirken kénnen. In diesem Falle sollte eine gewisse 
ees at ' Méglichkeit bestehen, in einem vollstandig strukturlosen Zymase- — 
Rae system eine Organisierung dadurch aufzubauen, indem man darin die 
ig wahrscheinlich unléslichen Stoffgruppen dispergiert, die innerhalb der — 
- f; Zelle als Regulatoren des intermediairen Stoffwechsels funktionieren. 
es Unter Zuhilfenahme der bakteriologischen Miihle sind wir mit Versuchen — 
a in dieser Richtung beschaftigt, und es sieht tatsachlich so aus, als ob 

a solche Systeme, die also eine sehr einfache Struktur haben wiirden, in 
“ garungschemischer Beziehung verglichen mit der vollstaéndig struktur- 
3° losen klassischen Zymase sich der lebenden Zelle wiirden bedeutend 
“4 nahern konnen. 
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Aufnahmebedingungen. 


I. Sachliche Anforderungen. — 


1. Der Inhalt der Arbeit muB dem Gebiet der Zeitschrift angehéren. 

2. Dit Arbeit mu8 wissenschaftlich wertvoll sein und Neues bringen. BloBe Bestatigungen ~ 
bereits anerkannter Befunde kénnen, werin iberhaupt, nur in kirzester Form aufgenommen 
werden. Das gleiche gilt von Versuchen und Beobachtungen, die ein positives Ergebnis nicht 
ergeben haben. Arbeiten rein referierenden Inhalts werden abgelehnt, vorlaufige Mitteilungen 
nur ausnahmsweise aufgenommen. Polemiken sind zu vermeiden, kurze Richtigstellung der 
Tatbestande ist zulassig. Aufsatze spekulativen Inhaits sind nur dann geeignet, wenn sie 
durch neue Gesichtspunkte die Forschung anregen. 


II. Formelle Anforderungen. 


auf besonderen Blattern einzuliefern. Diktierte Arbeiten bedirfen der stilistischen Durch- 


arbeitung zwecks Vermeidung von weitschweifiger und unsorgfaltiger Darstellung. Absatze 
sind nur zulassig, wenn sie neue Gedankengange bezeichnen. , 

2. Die Arbeiten miissen kurz und in gutem Deutsch geschrieben sein. Arbeiten in den 
anderen Kongrefisprachen kénnen nur aufgenommen werden, wenn es sich um die Mutter- — 
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1. Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben sein. Die Abbildungsvorlagen sind J 


sprache des Autors handelt. Ausfiihrliche historische Einleitungen sind zu vermeiden. Die 5 
Fragestellung kann durch wenige Satze klargelegt werden. Der Anschlu8 an friihere Be- — 
handlungen des Themas ist durch Hinweis auf die letzten Literaturzusammenstellungen 
Gn Monographien, ,,Ergebnissen“, Handbiichern) herzustellen. ‘ 
3. Der Weg; auf dem die Ergebnisse gewonnen wurden, mu8 klar erkennbar sein; jedoch ~ 
hat eine ausfihrliche Darstellung der Methodik nur dann Wert, wenn sie wesentlich Neues 
enthalt. - J 
4. Jeder Arbeit ist eine kurze Zusammenstellung (héchstens eine Seite) der wesentlichen — 
Ergebnisse anzufiigen, hingegen kénnen besondere Inhaltsverzeichnisse fiir einzelne Arbeiten : 
nicht abgedruckt werden. ‘ . 
5. Von jeder Versuchsart bzw. jedem Tatsachenbestand ist in der Regel nur ein Protokoll 
im Telegrammstil als Beispiel in knappster Form mitzuteilen. Das ubrige Beweismaterial 
kann im Text oder, wenn dies nicht zu umgehen ist, in Tabellenform gebracht werden; 
dabei missen aber umfangreiche tabellarische Zusammenstellungen unbedingt vermieden 
werden 1). 5 
6. Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken. Entscheidend fir die 
Frage, ob Bild oder Text, ist im Zweifelsfall die Platzersparnis. Kurze, aber erschépfende 
Figurenunterschrift ertibrigt nochmalige Beschreibung im Text. Fir jede Versuchsart, jedes 
Praparat ist nur ein gleichartiges Bild, Kurve u. 4. zulassig. Unzulassig ist die doppelte 
Darstellung in Tabelle und Kurve. Farbige Bilder kénnen nur in seltenen Ausnahmefallen 
Aufnahme finden, auch wenn sie wichtig sind. Didaktische Gesichtspunkte bleiben hierbei 
auBer Betracht, da die Aufsatze in den Archiven nicht von Anfangern gelesen werden. | 
7. Literaturangaben, die nur im Text beriicksichtigte Arbeiten enthalten dirfen, erfolgen — 
ohne Titel der Arbeit nur mit Band-, Seiten-, Jahreszahl. Titelangabe nur bei Bichern. : 
8. Die Beschreibung von Methodik, Protokollen und anderen weniger wichtigen Teilen — 
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ist fiir Kleindruck vorzumerken. Die Lesbarkeit des Wesentlichen wird hierdurch gehoben, — 

9. Das Zerlegen einer Arbeit in mehrere Mitteilungen zwecks Erweckung des Anscheins 
groBerer Kirze ist unzulassig. | 

10. Doppeltitel sind ‘aus bibliographischen Griinden unerwinscht. Das gilt insbesondere, — 
wenn die Autoren in Ober- und Untertitel einer Arbeit nicht die gleichen sind. 

11. An Dissertationen, soweit deren Aufnahme uberhaupt zulassig erscheint, werden nach 
Form und Inhalt dieselben Anforderungen gestellt wie an andere Arbeiten. Danksagungen | 
an Institutsleiter, Dozenten usw. werden nicht abgedruckt. Zulassig hingegen sind einzeilige 
FuBnoten mit der Mitteilung, wer die Arbeit angeregt und geleitet, oder wer die Mittel dazu _ 


gegeben hat. Festschriften, Habilitationsschriften und Monographien gehéren nicht in den 
Rahmen einer Zeitschrift. . 


1) Es wird empfohlen, durch eine FuBnote darauf hinzuweisen, in welchem, Institut das 
gesamte Beweismaterial eingesehen oder angefordert werden kann. : 
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